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Hexavalent chroom (Cr(VI)) en cadmium (Cd) zijn allebei zware metalen die zich in het milieu 
opstapelen, voornamelijk ten gevolge van menselijke, vooral industriële, activiteiten. Het niet 
biologisch afbreekbare karakter van een metaal maakt ophoping in levende wezens mogelijk, 
niettegenstaande het element ook (eventueel gedeeltelijk) uitgescheiden kan worden. Het 
International Agency for Research on Cancer erkende zowel Cr(VI) als Cd als humaan carcinogeen. 
Maar op welke manier veroorzaken deze elementen kanker in het lichaam? Meer inzicht in hun 
werkingsmechanismen zou kunnen leiden tot het aanduiden van biomerkers die in een vroeg 
stadium kunnen waarschuwen voor mogelijke kankerontwikkeling. Biomerkers zijn indicatoren van 
veranderingen in biologische reacties die gerelateerd kunnen worden aan het in contact geweest zijn 
met een bepaalde stof in het milieu. Een kenmerk van een kankercel is ongecontroleerde proliferatie. 
Het blootstellen van cellen met een gecontroleerde proliferatiecapaciteit aan deze elementen zou 
hierbij kunnen helpen. Stamcellen voldoen hieraan. Het doel van dit afstudeeronderzoek is 
bestuderen hoe het carcinogene element Cr(VI) inwerkt op stamcellen van levende organismen en 
wat het verschil is met de effecten veroorzaakt door Cd. Door hun goed uitgebouwd somatisch 
stamcelsysteem, de experimentele toegankelijkheid van hun stamcellen en door het gemakkelijk 
onderhoud van deze dieren onder laboratoriumcondities, zijn de platwormen Schmidtea 
mediterranea ideale modelorganismen. Als voorbereiding op gerichter onderzoek van de stamcellen 
op cellulair niveau wordt eerst bestudeerd of het organisme het element opneemt en opstapelt in 
het lichaam na blootstelling aan Cr(VI) en Cd en wordt met een LC50-test de letaliteit voor Cr(VI) 
bepaald om de subletale concentraties en blootstellingstijden te bepalen die in de meer specifieke 
experimenten zullen worden gebruikt. Vervolgens wordt met behulp van een histon H3 kleuring 
nagegaan of er wijzigingen in stamceldynamiek optreden na blootstelling aan Cr(VI). 
Elektronenmicroscopisch wordt gekeken of deze blootstelling aan Cr(VI) ultrastructurele 
veranderingen teweegbrengt in de stam- en epidermiscellen. De resultaten worden vergeleken met 
deze van Cd uit reeds uitgevoerde experimenten. Zowel na Cr(VI)- als Cd-blootstelling aan 0, 5 en 10 
µmol/L gedurende 1, 2 en 3 weken treedt accumulatie van het element op (Cr(VI): p-waarde < 0,05; 
Cd: p-waarde < 0,01), en deze is hoger met een stijging in concentratie en duur (Cr(VI): p-waarde < 
0,05; Cd: p-waarde < 0,05). Enkel bij 10 µmol/L Cr(VI) is de stijging per tijdseenheid niet significant 
tussen 2 en 3 weken. Algemeen lijkt bij dezelfde concentratie Cr(VI) per tijdseenheid sterker te 
accumuleren dan Cd. De LC50-test geeft aan dat 5 en 10 µmol/L goede subletale concentraties zijn 
voor beide elementen voor blootstelling tot 3 weken. Een vergelijking van de LC50-waarden toont dat 
Cr(VI) voor de worm meer toxisch is na 1 en 2 weken, na 3 weken zijn de waarden van Cr(VI) en Cd 
vergelijkbaar. Blootstelling aan 10 en 20 µmol/L Cr(VI) geeft een stijging in aantal delende stamcellen 
per mm2 na 2 en 3 weken (p-waarde < 0,05). Ook bij Cd-blootstelliing aan 10 µmol/L treedt een 
toename in stamcelproliferatie op na 2 weken (p-waarde < 0,05). Ultrastructureel zijn er echter voor 
beide elementen geen veranderingen waargenomen na 1, 2 en 3 weken blootstelling aan 0, 5 en 10 
µmol/L. Algemeen kan geconcludeerd worden dat er een toename in stamcelproliferatie optreedt in 
het organisme na blootstelling aan bepaalde concentraties van Cr(VI) en Cd. De verschillen die 
optreden tussen Cr(VI) en Cd kunnen worden verklaard door de verschillende chemische 
eigenschappen van de twee elementen. Onderzoek op moleculair niveau, zowel van de genexpressie 
als de aard van de proteïnen die op een bepaald moment aanwezig zijn in het blootgestelde 
organisme, zou meer duidelijkheid kunnen verschaffen over de specifieke werkingsmechanismen van 






Hexavalent chromium (Cr(VI) and cadmium (Cd) are both heavy metals and act as environmental 
contaminants caused by antropogenic, mainly industrial, activities. The non-biodegradable character 
of metals makes it possible for them to accumulate in living organisms. Nonetheless the elements 
can also be (partially) excreted. The International Agency for Research on Cancer classified both 
Cr(VI) and Cd as human carcinogens. But how do these elements cause cancer in the body? Gaining 
insight into their way of functioning could lead to the discovery of bio-indicators that could be very 
useful as early warning signals of carcinogenesis. Bioindicators are indicators of changes in biological 
responses that could be related to the earlier contact with certain substances in the environment. 
One feature of cancerous cells is uncontrolled proliferation. Exposing cells with the capacity of 
controlled proliferation to these elements, could be helpful. Stem cells are most suitable for this. The 
aim of this study is to explore how the carcinogen Cr(VI) affects stem cells of living organisms and 
what the differences are in comparison with the effects caused by the carcinogen Cd. The flatworm 
Schmidtea mediterranea is an excellent model organism due to its large and experimentally 
accessible population of stem cells and the ease to maintain the planaria culture under laboratory 
conditions. In preparation to more specific research of stem cells at cellular level, organisms are 
exposed to Cr(VI) and Cd to determine possible bioaccumulation. Additionally, the lethality of the 
organisms for Cr(VI) is determined in a LC50-test to ascertain the sublethal concentrations and times 
of exposure necessary to perform the next experiments. Subsequently, changes in stem cell 
dynamics after exposure to Cr(VI) are tested by means of histone H3 staining. Ultrastructural changes 
in stem and epidermal cells after Cr(VI)-exposure are examined using electron microscopy. The 
results of these tests are being compared with those of tests performed earlier with the carcinogen 
Cd. Exposure to 0, 5 and 10 µmol/L Cr(VI) and Cd during 1, 2 and 3 weeks results in bioaccumulation 
of both elements (Cr(VI): p-value < 0,05; Cd: p-value < 0,01). In addition, this bioaccumulation is 
higher with an increase in concentration and time (Cr(VI): p-value < 0,05; Cd: p-value < 0,05). One 
exception is found when exposing the worms to 10 µmol/L Cr(VI). Here no significant increase per 
unit of time is observed between 2 and 3 weeks. Overall, bioaccumulation per unit of time for the 
same concentration seems to be stronger for Cr(VI) than for Cd. For both elements the LC50-test 
shows 5 and 10 µmol/L to be appropriate sublethal concentrations for exposing the organisms till 3 
weeks. Comparing the LC50-values of Cr(VI) and Cd reveals a greater toxicity for Cr(VI) after 1 and 2 
weeks, after 3 weeks the toxicity of both elements is comparable. Exposure to 10 and 20 µmol/L 
Cr(VI) for 2 and 3 weeks causes an increase in the amount of dividing stem cells per mm2 (p-value < 
0,05). Exposing worms to 10 µmol/L Cd also increases the amount of dividing stem cells per mm2  
after 2 weeks (p-value < 0,05). Nevertheless, on the ultrastructural level no changes are observed in 
the stem and epidermal cells after exposure to 0, 5 and 10 µmol/L for 1, 2 and 3 weeks neither for 
Cr(VI) nor for Cd. In general, an increase in stem cell proliferation is observed in Schmidtea 
mediterranea after exposure to Cr(VI) and Cd. The differences between Cr(VI) and Cd observed in the 
tests performed in this investigation, can indicate different reactions in Schmidtea mediterranea 
towards Cr(VI) and Cd. Additional molecular research could provide more clarity in the way both 
elements behave in the exposed organism, e.g. examination of the induced protein production or 






1 Inleiding   
1.1 Probleemstelling 
Zware metalen zijn natuurlijke elementen in de aardkorst. Omdat ze hierin in lage concentraties 
voorkomen, zijn ze weinig biologisch beschikbaar en als dusdanig weinig schadelijk voor het milieu. 
Antropogene activiteiten, vooral mijnbouw en ertsbewerking, hebben deze elementen echter 
vrijgemaakt waardoor ze wel nadelige invloeden kunnen uitoefenen op levende organismen (Walker, 
Hopkin, Silby & Peakall, 2006a). Zware metalen zijn niet biologisch afbreekbaar en niet mobiel, wat 
hun persistentie in het milieu verklaart (Adriano, 2001). Of deze elementen toxisch zijn voor plant, 
dier of mens is afhankelijk van hun biologische beschikbaarheid en hun concentratie. De in dit 
afstudeeronderzoek bestudeerde stoffen, met name hexavalent chroom (Cr (VI)) en cadmium (Cd), 
zijn representatief voor deze elementen (Emsley, 1989). Cd is zeer toxisch voor zowel plant als dier 
en mens. Het is een niet-essentieel element. Elementen kunnen essentieel of niet-essentieel zijn 
voor een organisme. Het element is essentieel als het noodzakelijk is voor het normaal functioneren 
van dat organisme, bijvoorbeeld als bouwsteen van een enzyme (Anderson, 1981; ATSDR, 2008a; 
2008b; Senesi, Baldassarre, Senesi & Radina, 1999). Een niet-essentieel element daarentegen is niet 
nodig voor een normale stofwisseling in het organisme. Chroom (Cr) kan zowel essentieel als niet-
essentieel zijn, afhankelijk van de elektrische lading (valentie) die het element heeft in de chemische 
verbinding waarvan het deel uitmaakt (paragraaf 2.1.1). Het trivalent kation van Cr (Cr(III)) is 
essentieel (een spoorelement) voor mens en dier. De hexavalente vorm van chroom (Cr(VI)) is niet-
essentieel en sterk toxisch (Norseth, 1981; Stohs & Bagchi, 1995). Onderzoek heeft bovendien 
aangetoond dat Cr(VI) en Cd carcinogene stoffen zijn (Van Cauteren, de Kok & van Schooten, 2006). 
Daardoor zijn beide elementen door het International Agency for Research on Cancer (IARC) (1990b; 
1993) geclassificeerd als een type I carcinogeen en bijgevolg erkend als humaan carcinogeen. In het 
milieu worden verhoogde concentraties van Cr(VI) en Cd vooral gemeten in de nabijheid van 
metallurgische en chemische industrie (Nawrot et al., 2006; Vlaams Agentschap Zorg en Gezondheid, 
2007). Zo is in de industriezone van Genk-Zuid een waarde van 236 ng/m3 Cr (totaal = Cr(III) + Cr(VI)) 
gemeten in fijn stof van januari tot november 2006, 1000 meter daarbuiten bedroeg de hoeveelheid 
45 ng/m3 fijn stof (Vlaams Agentschap Zorg en Gezondheid, 2007). Voor Cd is er in de periode 1983-
1984 een concentratie gemeten van 5 tot zelfs 10 mg/kg bodem rond de zinkfabrieken in Lommel en 
Balen (België), terwijl deze in het referentiegebied Hechtel, dat 10 km verwijderd ligt, 0,93 tot 1,50 
mg/kg was (Nawrot et al., 2006). Wanneer levende organismen gedurende een bepaalde tijd aan een 
voldoende hoge concentratie worden blootgesteld, kunnen deze toxische stoffen negatieve effecten 
veroorzaken, waaronder kanker, met mogelijk de dood tot gevolg.  
Hoewel reeds veel geweten is over de carcinogene werking van Cr(VI) en Cd, blijven er toch nog veel 
vragen onbeantwoord. Bijkomend onderzoek naar de moleculaire basis van hun toxische effecten 
dringt zich op. Hoe kunnen deze stoffen carcinogene pathways aanschakelen? En is het 
werkingsmechanisme specifiek voor elk element of zijn er algemene lijnen te onderscheiden?  
Een van de kenmerken van kanker is een ongecontroleerde proliferatie van cellen (Lodish et al., 
2008a). Inzicht in de processen die aanleiding geven tot deze abnormale celgroei en deze die de 
celgroei onderhouden, kan helpen om biomerkers aan te duiden, die in een vroeg stadium 
waarschuwen dat er wijzigingen optreden in normale processen die zouden kunnen leiden tot 
carcinogenese. De definitie van ‘biomerker’ is niet eenduidig. Peakall (1992; 1994) en Depledge 
(1989) definieerden biomerker als een indicator voor veranderingen in biologische reacties (zowel 





blootstelling aan of het effect zijn van chemische stoffen in het milieu. De mogelijke risicofactor kan 
volgens de World Health Organisation (WHO) (1993) niet alleen chemisch, maar ook fysisch of 
biologisch zijn. De National Research Council (NRC) (1987) splitst biomerkers op in drie groepen, met 
name biomerkers van blootstelling, effect en susceptibiliteit (vatbaarheid). De aanwezigheid van 
biologische schade kan wijzen op het voorkomen van een milieuprobleem (Pestana, Ré, Nogueira & 
Soares, 2007).  
Inzicht verwerven in carcinogene processen is mogelijk door naar dedifferentiatie van de 
gedifferentieerde cel te kijken of naar de proliferatie van een stamcel (Sell, 1993). Stamcellen zijn 
ongedifferentieerde cellen die kunnen prolifereren, zichzelf kunnen handhaven door zelfvernieuwing 
en die in staat zijn een onbeperkt aantal meer gespecialiseerde cellen voort te brengen (Siminovitch, 
McCulloch & Till, 1963) (paragraaf 2.2). In dit onderzoek wordt gekeken naar stamcellen. Veel 
kankers ontstaan nu net uit misgelopen celdelingen. Deze stamcellen onder stress zetten met behulp 
van carcinogene elementen, kan interessante processen aan het licht brengen.  
Om dit soort onderzoek te kunnen uitvoeren zijn levende organismen nodig. Omdat het ethisch 
onverantwoord is mensen moedwillig bloot te stellen aan deze stoffen en omdat epidemiologisch 
onderzoek niet manipuleerbaar is, is het raadzaam in onderzoek gebruik te maken van een 
modelorganisme (paragraaf 2.3).   
1.2 Doel van het afstudeeronderzoek 
Dit afstudeeronderzoek is een onderzoek naar de manier waarop het carcinogeen element Cr(VI) 
inwerkt op stamcellen van levende organismen. Wat is het effect van Cr(VI) op de stamceldynamiek 
en in welke mate wordt hierbij schade veroorzaakt aan de stamcellen? Stamcelproliferatie kan 
namelijk een teken zijn van stress en carcinogenese, maar ook van het herstel van schade. 
Vervolgens wordt gekeken naar het verschil ten opzichte van de effecten die Cd veroorzaakt op de 
stamcellen. Dit onderzoek kan bijdragen tot een beter inzicht in de biologische processen van 
carcinogenese (Reya, Morrison, Clarke & Weissman, 2001). De platworm Schmidtea mediterranea (S. 
mediterranea) wordt hiervoor gebruikt als modelorganisme (paragraaf 2.3).  
In een eerste fase worden de algemene effecten van Cr(VI) op de platworm S. mediterranea in kaart 
gebracht. Er wordt nagegaan of en in welke mate er in het modelorganisme accumulatie plaatsvindt 
van het element waaraan het blootgesteld wordt. Daarnaast worden door middel van een LC50-test 
de subletale concentraties bepaald waaraan het organisme zal worden blootgesteld tijdens de 
verschillende onderzoeken.   
In een tweede fase, die meer specifiek georiënteerd is, wordt, met behulp van een histon H3 
kleuring, bestudeerd of er in S. mediterranea wijzigingen optreden in stamcelproliferatie ten gevolge 
van blootstelling aan enkele concentraties van Cr(VI) die bepaald zijn op basis van de LC50-test. Via 
elektronenmicroscopisch (EM) onderzoek wordt bovendien nagegaan welke de effecten zijn op 
ultrastructureel vlak in de stamcellen van dit organisme na blootstelling aan Cr(VI). Tot slot worden 
deze resultaten vergeleken met deze na Cd-blootstelling.   
De experimenten waarbij het organisme wordt blootgesteld aan Cr(VI), en de bepaling van 
metaalaccumulatie na Cr(VI)- en Cd-blootstelling, maken deel uit van dit onderzoek. De andere te 
vergelijken experimenten waarbij het organisme wordt blootgesteld aan Cd, met name de LC50-test, 
de histon H3 kleuring en het EM onderzoek, zijn reeds uitgevoerd in de onderzoeksgroep Dierkunde: 
Biodiversiteit en Toxicologie, van het Centrum voor Milieukunde (CMK) van de Universiteit Hasselt, 





2 Theoretisch kader  
2.1 De elementen Cr(VI) en Cd  
2.1.1 Introductie  
De elementen Cr en Cd zijn van nature aanwezig op aarde. Cr heeft een concentratie van 122 mg/kg 
in de aardkorst en 0,00005 mg/kg in de zee (Emsley, 1989). Natuurlijke bronnen van dit element zijn 
rotsen, planten, dieren, de bodem en vulkanische as, en gassen (EPA, 1984; ATSDR, 2008b). De 
belangrijkste bron zijn de mineralen chromiet (FeCr2O4) en chroomoxide (Cr2O3) die gevormd worden 
doordat Cr in contact komt met atmosferische zuurstof (Adriano, 2001). De concentratie van Cd 
bedraagt in de aardkorst 0,16 mg/kg en in de zee 0,0001 mg/kg (Emsley, 1989). Het komt voor 
gebonden aan zink-, lood- en koperertsen (Adriano, 2001).  
Het nog steeds groeiende bevolkingsaantal, de voortschrijdende economische groei en de daarmee 
gepaard gaande ontwikkeling van wetenschap en technologie zorgen ervoor dat steeds meer 
grondstoffen, waaronder elementen, gebruikt worden in commerciële toepassingen. De historische 
veranderingen in primaire productie van Cr en Cd worden weergegeven in tabel I. Daardoor komen 
bovendien steeds meer elementen via afval terug in het milieu terecht. De menselijke activiteiten 
hebben de globale biogeochemische cycli van de elementen veranderd (Nriagu, 1988). Tabel II geeft 
de globale emissies van Cr en Cd weer in de atmosfeer, het water en de bodem.  





(bron: Nriagu, 1988, die de gegevens heeft samengesteld uit de “Minerals Yearbooks”, Bureau of Mines, US 
Dept. of the Interior, US Government Printing Office, Washington, DC.; bron van 1995 tot 2010: U.S. Geological 
Survey, 1997; 2002; 2007; 2012)  
Element                                                             Jaar 
1930    1940      1950      1960     1970      1980        1985     1995        2000        2005        2010 
Chroom 560 1300 2270 4421 6057 11248 9940 12000 14400 19300 23700 
Cadmium 1,3 4,8 6,0 11 17 15 19 18,5 19,7 19,4 21,1 
 





(bron: Nriagu, 1988; Nriagu & Pacyna, 1988) 
Element Atmosfeer Water Bodem 
Chroom 30 142  896  
Cadmium 7,6 9,4 22 
 
De meest voorkomende valenties van Cr in verbindingen zijn II, III en VI (EPA, 1984). Cr met valentie 0 
komt praktisch enkel voor in metaallegeringen, voornamelijk met ijzer en cobalt (Salnikow & 
Zhitkovich, 2008). Als essentieel element van mens en dier komt Cr(III) in kleine hoeveelheden in 
deze organismen voor (Anderson, 1981; paragraaf 1.1). Cr(VI) is anderzijds niet-essentieel voor 
dierlijke organismen, het komt voornamelijk voor als een chromaatverbinding (CrO4
2- ) (EPA, 1984; 
Norseth, 1981). Deze chromaten worden grotendeels geproduceerd in industriële processen 
(Norseth, 1981; IARC, 1990a). Het gebruik van Cr is veelzijdig. Voorbeelden zijn voor Cr(0) het 
verchromen van huishoudmaterialen (roestvrij staal), en voor Cr(III) het gebruik als beits- en 
etsvloeistof, als looistof en als kleurpigment (EPA, 1990; Johnson, Schewel & Graedel, 2006; 





in houtconserveringsmiddelen (ATSDR, 2008b; Zhitkovich, 2011). Problemen in het milieu treft men 
vooral aan op lozingsplaatsen van chroomhoudende stoffen waar het element via oppervlakte- en 
grondwater verspreid kan worden (EPA, 1994). Bovendien worden in de onmiddellijke omgeving van 
chroomverwerkende industrie verhoogde concentraties van Cr in fijn stof gemeten (Pellerin & 
Booker, 2000). Een noemenswaardig voorbeeld van chroomverontreiniging rond een industrieterrein 
is het roestvrij-staalverwerkingsbedrijf Arcelor Mittal in Genk-Zuid (Vlaams Agentschap Zorg en 
Gezondheid, 2007). Een gezondheidsrisicoanalyse uitgevoerd door het Agentschap Zorg en 
Gezondheid (2007) op basis van meetgegevens van de Vlaamse Milieumaatschappij heeft 
aangetoond dat in de omgeving van het bedrijf een duidelijk verhoogde concentratie van nikkel en 
chroom in fijn stof is gemeten. 
Cd komt in het milieu grotendeels voor als bivalent kation in verbinding met oxiden, chloriden en 
zwavel (sulfaten, sulfiden) (EPA, 1980; Mc Comish & Ong, 1988). Enkele toepassingen zijn het gebruik 
in batterijen, als kleurpigment, in coatings en als stabilisator van plastics (USGS, 2008). De belasting 
van het milieu door Cd wordt onder meer veroorzaakt door emissie uit fossiele brandstoffen, het 
gebruik van Cd bevattend fosfaatkunstmest en andere meststoffen in de landbouw, als bijproduct in 
de metallurgische industrie van vooral zink- en loodfabrieken, en door afvalverbranding (Alloway & 
Steinnes, 1999; ATSDR, 2008a; Adriano, 2001). Een voorbeeld van bodemvervuiling rond 
metallurgische industrie zijn de voormalige zinkfabrieken van Balen, Overpelt en Lommel in Noord-
Limburg (België) (Nawrot et al., 2006).  
2.1.2 Toxiciteit en carcinogeniteit van Cr(VI) in dierlijke organismen  
2.1.2.1 Algemeen 
Elementen kunnen via meerdere routes opgnomen worden in dierlijke organismen. De opname van 
Cr(VI) heeft plaats langs het spijsverteringskanaal (voeding en drank), het ademhalingssysteem 
(stofdeeltjes) en de huid (Von Burg & Liu, 1993; Stohs & Bagchi, 1995). Bijvoorbeeld een in zoetwater 
levende platworm neemt het element op via de epidermis en het darmkanaal (White & Rainbow, 
1984).  
Omdat een element niet biologisch afbreekbaar is, kan het opstapelen in het milieu en alzo via 
meerdere routes opgenomen worden in een levend wezen (Senesi et al., 1999). Zo kan een element 
met carcinogene eigenschappen, afhankelijk van zijn speciatie en het soort van organisme waarin het 
is opgenomen, worden omgevormd tot een metabool actieve of een gedetoxificeerde vorm (Vijver, 
Van Gestel, Lanno, Van Straalen & Peijnenburg, 2004). De speciatie van een element duidt op de 
wijze waarop dit element in de bodem voorkomt, zoals geadsorbeerd aan het klei- en 
humuscomplex, chemisch gebonden met ijzer- en mangaan(hydr)oxiden en/of met organische stof, 
en vastgelegd in primaire mineralen (Salomons, 1997). Het metabool actieve element kan vervolgens 
worden opgenomen in een proteïne, zoals metallothioneïne (MT) (het vormt een covalente binding 
met zwavel) (zie verder), of het wordt voor een lange tijd opgeslagen in onoplosbare vorm in 
intracellulaire granulen of als granule uitgescheiden via de faeces (Walker et al., 2006a; Bouché, 
Habets, Biagianti-Risbourg & Vernet, 2000). Wanneer de detoxificatiemechanismen verzadigd zijn, 
kunnen ongebonden elementen wel toxisch zijn voor specifieke doelorganen van het organisme 
(Phillips & Rainbow, 1989; Luoma & Rainbow, 2005). Door het vormen van organische complexen 
veranderen dus niet alleen de toxiciteit en de biologische beschikbaarheid van het element, maar 





Het Cr(III)-ion is een spoorelement in dierlijke organismen. Het maakt deel uit van de 
glucosetolerantiefactor. Deze factor bestaat uit een complex met nicotinezuur en de drie aminozuren 
glutaminezuur, cysteïne en glycine. Bij de mens speelt het onder meer een rol bij de glucoseregeling 
in het bloed (Anderson, 1981; Mertz, 1975; Katz, 1991). Cr(VI) daarentegen is een xenobioticum en 
carcinogeen (paragraaf 1.1). Het lichaam beschikt over een natuurlijk detoxificatiemechanisme 
waardoor reeds aanzienlijke hoeveelheden opgenomen Cr(VI) onschadelijk worden gemaakt door 
reductie tot Cr(III). Deze reductie vindt plaats met behulp van onder meer moleculen die een 
thiolgroep (= -SH-groep) bevatten, zoals glutathion (GSH), cysteïne en MT, en ascorbaten (i.e. van 
ascorbinezuur, vitamine C, afgeleide zouten) (De Flora, Camoirano, Bagnasco, Bennicelli, Corbett & 
Kerger, 1997; De Flora, 2000; Suzuki & Fukuda, 1990). GSH is een tripeptide van glutaminezuur, 
cysteïne en glycine (γ-glutamylcysteïnylglycine), en komt voor in vele weefsels. Het is een antioxidant 
en treedt op als coënzyme in bepaalde redoxreacties (Lawrence, 2008). Hierdoor speelt het een 
belangrijke rol bij oxidatieve stress (paragraaf 2.1.2.2). Door binding van dit GSH met het 
xenobioticum wordt een glutathionconjugaat gevormd. Zo wordt belet dat de lichaamsvreemde stof 
interageert met essentiële celorganellen. Dit conjugaat kan vervolgens bijkomende biochemische 
reacties ondergaan voordat het geëxcreteerd wordt. Ook MT, dat rijk is aan thiolgroepen die 
aanwezig zijn in meerdere cysteïne-residu’s waaruit het voor een belangrijk deel is opgebouwd, is 
een intracellulair proteïne met antioxidatieve eigenschappen en een hoge affiniteit voor elementen. 
Het zou onder meer een rol spelen in de zink- en koperhomeostasis in het organisme (Nath, Kumar, 
Li & Singal, 2000). In tegenstelling tot extracellulair aanwezige Cr(III) dat zeer moeilijk doorheen de 
celmembraan penetreert, wordt Cr(VI), als chromaatanion (CrO4
2-), gemakkelijk door het 
celmembraan getransporteerd via aspecifieke anionkanalen door de gelijkenis met sulfaat- en 
fosfaationen (Alexander & Aaseth, 1995). In de cel vindt dan de reductie van Cr(VI) naar Cr(III) plaats 
via redoxreacties (Stohs & Bagchi, 1995).  
2.1.2.2 Oxidatieve stress als effect van Cr(VI) op dierlijke organismen 
Een belangrijke eigenschap van Cr is dat het een transitiemetaal is. Een transitie- of overgangsmetaal 
kan namelijk in de cel een katalytische rol spelen in de oxidatieve afbraak van biologische 
macromoleculen, zoals proteïnen en DNA, doordat het gaat participeren in redoxreacties (Stohs & 
Bagchi, 1995). De toxiciteit van Cr zou daarom voor een stuk kunnen te wijten zijn aan een 
verandering van de oxidatieve status in die cel. De deelname van dit element aan een redoxreactie is 
mogelijk omdat het atoom van dit element een onvolledig gevuld d-orbitaal heeft of omdat het 
kationen kan vormen met een onvolledig gevuld d-orbitaal (IUPAC, 2006). Daardoor kan het op een 
directe manier reactieve zuurstofvormen (ROS) produceren. Andere elementen met deze eigenschap 
zijn ijzer (Fe) en koper (Cu). Andere transitiemetalen, waaronder Cd en lood (Pb), zijn indirect 
verantwoordelijk voor ROS-productie door depletie van glutathion en thiolgroepen uit proteïnen 
(overzichtsartikel: Stohs & Bagchi, 1995). Alhoewel ROS noodzakelijk zijn voor het normaal 
fuctioneren van de cel (zie verder in deze paragraaf), kan een teveel aan ROS hierin schade 
toebrengen door het veroorzaken van oxidatieve stress.   
 “Oxidatieve stress” is een verstoring in de cellulaire balans tussen pro- en antioxidanten, overhellend 
naar pro-oxidanten. Hierdoor kan schade optreden (Sies, 1997). Aerobe organismen, waaronder 
mens en dier, hebben zuurstof (O2) nodig voor hun energievoorziening. In dit metabole proces treedt 
O2 op als elektronenacceptor waardoor er ROS worden gevormd. Deze groep van oxidanten zijn 
reactieve intermediairen die zowel vrije zuurstofradicalen als niet-radicale zuurstofderivaten 
bevatten. Zij kunnen zeer snel reageren met andere moleculen. De productie van ROS is dus inherent 





komt moleculaire zuurstof voor in zijn grondtoestand ( = triplet zuurstof: 3O2). Dit molecule wordt 
gekenmerkt door een elektronenconfiguratie met twee ongepaarde elektronen met evenwijdige 
spin. Daardoor kan het enkel gereduceerd worden door één elektron tegelijkertijd 
(uitsluitingsprincipe van Pauli). De reductie van O2 tot water (H2O) gebeurt in de 
elektronentransportketen van mitochondriën in vier opeenvolgende stappen door tussenkomst van 
telkens één elektron (Fig. 1). Hierbij worden achtereenvolgens het superoxide anion radicaal (O2
•-), 
waterstofperoxide (H2O2) en het hydroxylradicaal (OH
•) als reactive intermediairen gevormd 
(Halliwell & Gutteridge, 1984; De Vries, 2006). Singletzuurstof (1O2), een ander voorbeeld van een 
ROS dat echter een niet-radicaal is, wordt gevormd door excitatie (e.g. door zonlicht) van triplet 
zuurstof waardoor de elektronen op de buitenste schil zich gaan herschikken. Dit proces treft men bij 
dierlijke organismen aan in de huid en de ogen (Halliwell, 2006).  
 
Fig. 1: Reductie van zuurstof (O2) tot water (H2O) door toevoeging van vier elektronen (e
-
) (Overgenomen uit De 
Vries (2006)). 
De productie van ROS vindt vooral plaats in celorganellen met een hoge oxiderende metabole omzet 
(door gebruik van enzymatische reacties) of met een elektronentransportketen, bijvoorbeeld 
mitochondriën, het endoplasmatisch reticulum (ER) en peroxisomen (Cuypers et al., 2010; Halliwell, 
2006; Malhotra & Kaufman, 2007). Door hun aanwezigheid kunnen ROS in deze celorganellen 
vervolgens schade teweegbrengen op moleculair vlak wat tot uiting kan komen op ultrastructureel 
niveau. ROS-productie treedt zowel op in gedifferentieerde cellen als in stamcellen (Kobayashi & 
Suda, 2012). Andere bronnen van ROS-productie in het organisme zijn auto-oxidatie en vrij 
voorkomende redoxactieve metaalionen (transitiemetalen) zoals Cr en Cd. Deze metaalionen 
katalyseren de omzetting van het minder reactieve O2
•- en  H2O2 naar het meer toxische OH
• (Haber-
Weiss reactie). De vorming van het erg reactieve en toxische OH• door oxidatie van het gereduceerde 
metaalion met H2O2 wordt de ‘Fenton reactie’ genoemd (Kehrer, 2000) (Fig. 2). 
 
Fig. 2: Fenton en Haber-Weiss reactie met Fe als redoxactief element (Aangepast uit Kehrer (2000)). 
Hoewel ROS belangrijke fysiologische functies hebben, e.g. in signaal- en beschermingsmechanismen 
van de cel, kan een overgewicht aan ROS ten opzichte van de antioxidanten oxidatieve schade 
veroorzaken aan DNA, proteïnen en lipiden (Rhee, Chae & Kim, 2005; Donko, Peterfi, Sum, Leto & 





onder controle worden gehouden zodat er een evenwicht is tussen deze pro- en antioxidanten. Het 
antioxidatief verdedigingssysteem (de antioxidanten), dat de de cel verdedigt tegen de schadelijke 
effecten van ROS, is tweeledig. Antioxidanten richten zich niet enkel op de ROS-moleculen, maar ook 
op het herstellen van de schade. De eerstelijnsdefensie bestaat uit een enzymatisch mechanisme, 
met enzymen als superoxide dismutasen, catalasen en glutathion peroxidasen, die beletten dat de 
geproduceerde ROS omgevormd worden tot meer reactieve vormen. Een tweedelijnsdefensie wordt 
gevormd door hydrofiele (e.g. GSH, andere thiol-bevattende proteïnen en ascorbinezuur) en lipofiele 
(e.g. vitamine E) antioxidatieve metabolieten (Noctor & Foyer, 1998). Deze metabolieten zijn 
essentieel voor bepaalde metabole processen maar ze kunnen ook ROS elimineren (De Vries, 2006; 
Sies, 1997; Cuypers et al., 2010). De werking van GSH als antioxidant berust op de aanwezigheid van 
thiolgroepen die snel kunnen oxideren tot disulfidebruggen, welke snel terug kunnen worden 
gereduceerd (redoxreactie). In gereduceerde vorm kan een –SH-groep op de cysteïne covalent 
binden aan ROS. Een voorbeeld van een ander thiol-bevattend proteïne is MT. Dit molecule heeft 
een laag moleculair gewicht (6-10 kDa (kilodalton) in zoogdieren) en bestaat voor 20-30% uit 
cysteïne-residu’s (Kägi & Vallee, 1960). Naast in zoogdieren worden MT’s ook aangetroffen in andere 
eukaryote soorten, bacteriën, fungi en planten (Nath et al., 2000).     
Algemeen kunnen de effecten van oxidatieve stress onderverdeeld worden in beschadiging van 
celbestanddelen, zowel moleculen als celorganellen (e.g. DNA, proteïnen, lipiden en mitochondriën), 
ontregeling van cellulaire processen door schade aan signaalpathways, en wijzigingen in het 
verdedigingsmechanisme van het organisme tegen infecties (Lushchak, 2011). De oxidatieve schade 
kan zich in de cel uiten op verschillende manieren. Zo kan er celproliferatie optreden wat enerzijds 
goed is bij wondheling, maar anderzijds kan leiden tot kanker. Ook kan een opregulatie 
waargenomen worden van andere verdedigings- en/of herstelsystemen dan de productie van 
antioxidanten, bijvoorbeeld een verhoogde aanmaak van heat shock proteïnen. Heat shock 
proteïnen zijn eiwitten waarvan de synthese geïnduceerd wordt door temperatuursstijging of een 
andere vorm van stress. Sommige hebben een functie als moleculaire chaperon, ze helpen bij het 
juist vouwen van proteïnen (Lodish et al., 2008f). Een andere manier waarop oxidatieve schade zich 
uit in de cel is door lipideperoxidatie, waarbij membraanbeschadiging optreedt van de cel en haar 
organellen. Deze biochemische reactie wordt gekenmerkt door een oxidatieve afbraak van lipiden 
waarbij vrije radicalen reageren met elektronen van de poly-onverzadigde vetzuren. Dit leidt tot 
membraanbeschadiging omdat de membraanlipiden verwikkeld zijn in de membraanenzymen 
(ATPasen). Deze enzymen zijn regulators van het transmembraantransport. Lipideperoxidatie kan 
deze inactiveren waardoor cellulaire functies verloren gaan en het membraan uiteenvalt (Vijayavel, 
Gopalakrishnan & Balasubramanian, 2007). Oxidatieve stress kan zich bovendien manifesteren in de 
cel door het stoppen van de celcyclus tijdens het herstellen van de opgelopen DNA-schade. Dit kan 
resulteren in apoptose van de cel. In het ergste geval treedt celnecrose op, welke zich verder kan 
verspreiden over de cellen in de omgeving (Halliwell, 2006; De Vries, 2006; Thévenod, 2009; Howlett 
& Avery, 1997). De term apoptose wijst op geprogrammeerde celdood als onderdeel van de steeds 
doorgaande verjonging van een weefsel (Jochems & Joosten, 2006). Dit wordt dus genetisch geregeld 
(Lodish et al., 2008b). Het is zowel belangrijk voor een goede ontwikkeling als voor 
weefselhomeostase (Steller, 1995). Een genetisch gestuurd signaal zorgt voor 
chromatinecondensatie, wat gevolgd wordt door verschrompeling van de cel. Door de vorming van 
vesikels wordt dan de celinhoud extracellulair verspreid. Hierbij treedt geen ontstekingsreactie op 
(McConkey, 1998). Necrose daarentegen, is het plaatselijk afsterven van weefsel (Jochems & Joosten, 
2006). Dit treedt op ten gevolge van een ernstig letsel, bijvoorbeeld zuurstoftekort, of een trauma. 





stoffen extracellulair verspreid worden. In tegenstelling tot apoptose veroorzaakt dit wel een 
ontstekingsreactie (McConkey, 1998). De ultrastructurele veranderingen die in de cel kunnen 
optreden ten gevolge van oxidatieve stress, zoals beschadigde membranen, een overproductie aan 
proteïnen dat zorgt voor dilatatie van het ER en een toename in vrije ribosomen, het optreden van 
apoptose en necrose, kunnen waargenomen worden met elektronenmicroscopie. Zo is apoptose van 
de cel zichtbaar door chromatinecondensatie, fragmentatie van DNA, alsook verschrompeling  en 
fragmentatie van de nucleus (Bertin & Averbeck, 2006; Pellettieri, Fitzgerald, Watanabe, Mancuso, 
Green & Sánchez Alvarado, 2010). 
Oxidatieve stress is bij aquatische organismen voornamelijk onderzocht in vissen en invertebraten als 
mosselen en sint-jacobsschelpen (Valavanidis, Vlahogianni, Dassenakis & Scoullos, 2006). Bij deze 
poikilotherme dieren is de ROS-productie meestal positief gecorreleerd met een stijging van de 
omgevingstemperatuur. Andere uitlokkers van oxidatieve stress zijn, naast endogene oorzaken, 
blootstelling aan allerhande xenobiotica, waaronder zware metalen, pesticiden en olieproducten,  en 
wijzigingen in uitwendige O2- en zoutconcentratie (Lushchak, 2011).  
2.1.2.3 Gevolgen van Cr(VI) voor het organisme  
Zowel het carcinogene Cr(VI) als het essentiële element Cr(III) (voor dierlijke organismen), zijn redox-
actief. Het zijn beide biologisch actieve oxidatievormen die door deelname aan de Fenton reactie 
rechtstreeks oxidatieve stress kunnen veroorzaken (Stohs & Bagchi, 1995). De toxiciteit en 
carcinogeniteit van Cr(VI) voor dierlijke organismen zijn in experimentele en epidemiologische 
studies beschreven. Hoewel Cr(VI) aangeduid is als het carcinogeen element, kan ook Cr(III) toxisch 
zijn (paragraaf 1.1). Bij sommige mensen kan het een allergische reactie van de huid uitlokken 
(chlooreczeem) (Stohs & Bagchi, 1995; Norseth, 1981; IARC, 1990a; Zhitkovich, 2005). Uit recenter 
onderzoek kwam zelfs naar voor dat wanneer Cr(III) via het spijsverteringskanaal wordt opgenomen, 
het in staat is om het genoom te beschadigen wat tot carcinogenese kan leiden (Kirpnick-Sobol, 
Reliene & Schiestl, 2006). 
De effecten van Cr(VI) op een dierlijk organisme zijn al in talrijke onderzoeken aan bod gekomen. Zo 
is bij mensen vastgesteld dat ze een verhoogd risico lopen op intoxicatie wanneer ze vooral 
beroepsmatig in contact komen met chromaten. Inhalatie van partikeltjes van chroomverbindingen 
geeft een verhoogde kans op ziekten van de luchtwegen en longen, waaronder nasale ulceraties, 
perforatie van het nasale septum, pulmonaire fibrose, chronische bronchitis en emfyseem 
(Barchowsky & O’Hara, 2003; De Flora, Bagnasco, Serra & Zanacchi, 1990). Epidemiologisch en 
experimenteel onderzoek tonen zelfs een positieve correlatie aan met het voorkomen van 
longkanker (Ishikawa et al., 1994; Langardt, 1990; Davies, 1984; Levy, Martin & Bidstrup, 1986). 
Evenals Cr(III) is ook Cr(VI), in de vorm van bepaalde chromaatzouten, toxisch voor de huid doordat 
het door de huid penetreert en allergische reacties van het huidoppervlak kan veroorzaken 
(Wahlberg & Skog, 1965; Pedersen, Fregert, Naversten & Rorsman, 1970; Bagdon & Hazen, 1991; 
Emmanouil, Smart, Hodges & Chipman, 2006). Langdurige opname van Cr(VI) via de huid zou zelfs 
aan de basis kunnen liggen van een algemeen ziektegevoel met symptomen als hoofdpijn, chronische 
vermoeidheid, hematurie en albuminurie (Tokyo Metropolitan Government Bureau of sanitation, 
1987). Inname van Cr(VI) (ook als chromaatzout) via het spijsverteringsstelsel zou verantwoordelijk 
kunnen zijn voor irritaties van het slijmvlies en intestinale bloedingen en zou renale tubulaire necrose 
kunnen veroorzaken (Zhitkovich, 2005). Onderzoek heeft bovendien aangetoond dat chronische 
inname tumoren kan induceren, maar verder onderzoek hieromtrent is nodig (National Toxicology 
Program, 2008). Uit genotoxiciteitsstudies blijkt dat aan Cr(VI) eveneens mutagene en genotoxische 





de cel kan namelijk het DNA beschadigd worden (paragraaf 2.1.2.2). Mogelijke DNA-schade zijn 
enkelstrengige en dubbelstrengige DNA-breuken, crosslinks tussen DNA en een proteïne en tussen 
verschillende DNA-strengen, en beschadiging van de DNA-basen (review: Salnikow & Zhitkovich, 
2008). De vorming van Cr-DNA-adducten met het stabiele Cr(III) kan aanleiding geven tot mutaties en 
chromosomale breuken (Zhitkovich, 2011; Voitkun, Zhitkovich & Costa, 1998; Quievryn, Peterson, 
Messer & Zhitkovich, 2003; Nickens, Patierno & Ceryak, 2010) (zie ook paragrafen 2.1.3.1 en 
2.1.3.2)). Genoominstabiliteit is een belangrijk kenmerk van Cr(VI)-carcinogenese (Holmes, Wise & 
Wise, 2008). Het Cr(III), dat gevormd wordt door reductie van Cr(VI), stapelt zich op in de cel omdat 
het zeer moeilijk door de celmembraan kan. Zelfs de intermediaire ionen van het reductieproces, 
Cr(V) en Cr(IV), zouden kunnen bijdragen aan de genotoxicteit en carcinogeniteit van Cr(VI) (De Flora 
& Wetterhahn, 1989). De schade veroorzaakt door Cr(VI) kan zelfs zo groot zijn dat het kan leiden tot 
apoptose van de cel (Bagchi, Stohs, Downs, Bagchi & Preuss, 2002). Om beter inzicht te krijgen in het 
werkingsmechanisme van Cr(VI) en Cr(III) in een organisme is meer onderzoek aangewezen.  
2.1.3 Toxiciteit en carcinogeniteit van Cd in dierlijke organismen 
2.1.3.1 Algemeen 
Het carcinogene element Cd wordt in het lichaam geabsorbeerd langs het spijsverteringskanaal na 
inname van gecontamineerd voedsel of drinkwater. Via het ademhalingssysteem kan het opgenomen 
worden na inademing van vervuilde lucht, e.g. bij de mens door het roken van sigaretten, en in 
aquatische dieren door opname vanuit de omgeving door diffusie (Järup, Berglund, Elinder, Nordberg 
& Vahter, 1998; WHO, 2007; Walker et al., 2006b). Zo kan Cd, evenals Cr(VI), in de in zoetwater 
levende platworm opgenomen worden langs het darmkanaal en de epidermis (White & Rainbow, 
1984). 
2.1.3.2 Effecten van Cd in dierlijke organismen 
Complexvorming vertegenwoordigt het primair mechanisme van Cd-detoxificatie in een organisme 
(Perrin & Watt, 1971; zie ook paragraaf 2.1.3.1). Zo wordt in zoogdieren, en in vertebraten algemeen, 
Cd(II) opgenomen in de lever na absorptie via het ademhalingssysteem of het spijsverteringsstelsel. 
Hier vormt het Cd organische complexen met de thiolgroep van kleine peptiden en proteïnen, 
voornamelijk GSH en MT (Ikediobi, Badisa, Ayuk-Takem, Latinwo & West, 2004; Coyle, Philcox, Carey 
& Rofe, 2002). Bij deze dieren worden de Cd-complexen, Cd-GSH en Cd-MT, vervolgens gesecreteerd 
in de gal of ze komen in de bloedbaan terecht (Ercal, Gurer-Orhan & Aykin-Burns, 2001; Dudley, 
Gammal & Klaassen, 1985). Van hieruit kunnen ze geabsorbeerd en gedurende lange tijd opgeslagen 
worden in de cellen van meerdere organen met een hoog MT-gehalte, zoals de nieren, lever, 
pancreas en darmen (Thévenod, 2003). De vrije Cd-ionen die niet gebonden kunnen worden in 
complexen omdat er te weinig proteïnen zijn, kunnen wel hun toxische werking uitvoeren in de cel. 
Hoe de Cd(II)-kationen doorheen de celmembraan dringen, is nog niet volledig opgehelderd (Cuypers 
et al., 2010). Uit onderzoek is echter gebleken dat bepaalde Ca(II)-kanalen en transporters voor 
essentiële metalen een rol zouden kunnen spelen bij de influx van Cd(II)-ionen in de cel (Friedman & 
Gesek, 1994; Lévesque, Martineau, Jumarie & Moreau, 2008; Dalton et al., 2005).  
Ook Cd is, zoals Cr(VI), een transitiemetaal (paragraaf 2.1.2.2). Verschillende studies hebben 
aangetoond dat het toxisch en carcinogeen karakter van dit element op cellulair en moleculair niveau 
in de eerste plaats zou te wijten zijn aan inductie van oxidatieve stress door productie van ROS en het 
regelen/ontregelen van de intracellulaire redox homeostase (Bertin & Averbeck, 2006; Thijssen et al., 
2007; Cuypers et al., 2010). Cd is echter niet rechtstreeks redox-actief en is bovendien geen 





2010). Cd-ionen vertonen een sterke affiniteit voor thiolgroepen. Na absorptie worden ze dus in een 
organisme snel gebonden in moleculen die deze thiolgroepen bevatten, waaronder het antioxidant 
GSH (zie hoger). Cd kan dus de redoxbalans verstoren door depletie van GSH en bijgevolg oxidatieve 
stress veroorzaken (Vairavamurthy ert al., 2000; Lopez et al., 2006). Bovendien kan Cd de plaats 
innemen van Fe en Cu in verschillende cytoplasmatische en membraanproteïnen waardoor de 
concentratie aan vrije redox-actieve elementen stijgt en het aantal ROS in de cel zal verhogen 
(Waisberg, Joseph, Hale & Beyersmann, 2003; Dorta et al., 2003).  
Belangrijke doelorganellen van Cd zijn de mitochondriën. Meerdere onderzoekers hebben 
aangetoond dat Cd de ROS-productie in mitochondriën doet stijgen. Inhibitie van de 
elektronentransportketen zou hiervan de oorzaak kunnen zijn (Wang, Fang, Leonard & Rao, 2004; 
Kehrer, 2000; Cuypers et al., 2010). Een toename van ROS in deze organellen kan leiden tot 
lipideperoxidatie in het membraan, mtDNA-breuken (mt: mitochondriaal) en de vorming van 
beschadigd ATP (adenosinetrifosfaat). Dit resulteert in beschadigde mitochondriën door wijzigingen 
in de membraanpotentiaal en uiteindelijk in inductie van apoptose (Bertin & Averbeck, 2006; 
Takahashi, Masuda, Sun, Centonze & Herman, 2004). Gewijzigd mtDNA zou zelfs gerelateerd zijn aan 
kanker (review: Desler, Marcker, Singh & Rasmussen, 2011).  
Naast een toename in mitochondriale ROS-productie kan er ook elders intracellulair een ontregeling 
zijn in de productie van ROS, onder meer tengevolge van reacties waarbij het cytochroom P450-
enzyme tussenkomt en Fenton reacties (Bertin & Averbeck, 2006). Wijzigingen in de concentratie van 
antioxidanten (e.g. de productie van MT) en andere verdedigingsmechanismen (e.g. heat shock 
proteïnen, …) door opregulatie van stress respons genen zijn hiervan een gevolg (Waisberg et al., 
2003). Deze ROS kunnen echter ook hier lipideperoxidatie veroorzaken, met name in de 
celmembraan en in de membraan van andere organellen, e.g. het ER en de peroxisomen. Cd zou ook 
het DNA-herstelmechanisme kunnen inhiberen (door denaturatie van proteïnen ten gevolge van het 
binden van de thiolgroepen) met als resultaat een stijging in DNA-schade. Bovendien kan Cd de 
genexpressie beïnvloeden met gevolgen voor de celcyclus, celdifferentiatie en celproliferatie (Bertin 
& Averbeck, 2006).  
Lipideperoxidatie , oxidatieve DNA-schade, wijzigingen in de activiteit van antioxidant enzymen en 
detoxificatie door het proteïne metallothioneïne zijn ook aangetoond in aquatische invertebraten na 
blootstelling aan Cd-ionen. Vooral mosselen zijn frequent gebruikt in deze onderzoeken (Viarengo, 
Cancsi, Pertica, Poli, Moore & Oruncsu, 1990; Geret, Scrafin, Barreira & Bebianno, 2002; Company, 
Scrafim, Bebianno, Cosson, Shillito & Fiala-Medioni, 2004; Bolognesi, Landini, Roggieri, Fabbri & 
Viarengo, 1999; Cavalento, Ghezzi, Burlando, Evangelisti, Ceratto & Viarengo, 2002).                     
 2.1.3.3 Gevolgen van Cd voor dierlijke organismen 
In experimentele en epidemiologische studies is de toxiciteit en carcinogeniteit van Cd voor dierlijke 
organismen veelvuldig beschreven. Intoxicatie met het Cd-ion kan verschillende organen aantasten 
en leiden tot ziekten, zoals nierbeschadiging bij de mens en in proefdieren (Buchet et al., 1990; 
Staessen, Amery, Lauwerys, Roels, Ide & Vyncke, 1994; Nordberg et al., 1997; Kim, Choi, Kim & Park, 
1988). Ook stoornissen in de botstofwisseling, bijvoorbeeld de Itai-Itai-ziekte bij de mens en 
vermindering van botsterkte bij ratten zijn aangetoond (Noda & Kitagawa, 1990; Ogoshi, Moriyama & 
Nanzai, 1989). Afwijkingen van de luchtwegen en de longen, lever, pancreas, testis, placenta en het 
centraal  zenuwstelsel zijn eveneens gerapporteerd (Thévenod, 2009; Manca, Ricard, Tra & Chevalier, 
1994; Goering, Fisher & Kish, 1993; Parizek, 1957; Lagerkvist, Sandberg, Frech, Jin & Nordberg, 1996; 





bovendien carcinogeen in onder meer de longen, prostaat, pancreas, nieren en blaas (IARC, 1993; 
Nawrot et al., 2006; Waalkes & Rehm, 1994; Pesch et al., 2000; Kellen, Zeegers, Hond & Buntinx, 
2007). Een mogelijke oorzaak van carcinogenese zou een wijziging van het mtDNA kunnen zijn 
(review: Desler, Marcker, Singh & Rasmussen, 2011). Maar ook in nucleair DNA is een toename van 
de schade waargenomen door oxidatieve stress. DNA-schade kan leiden tot een stijging in DNA-
mutaties en bijgevolg tot kanker. Bovendien kan Cd de genexpressie beïnvloeden met gevolgen voor 
de celcyclus, celdifferentiatie en celproliferatie, wat eveneens kan uitmonden in inductie van 
carcinogenese (Bertin & Averbeck, 2006). Een zwak genotoxisch effect van Cd is waargenomen in 
zoogdiercellen (Rossman, Roy & Lin, 1992; Dally & Hartwig, 1997). Teratogene effecten zijn enkel 
aangetoond in dierproeven, maar niet bij de mens (Pelletier & Satinder, 1991). Bijkomend onderzoek 
is zeker nodig om meer duidelijkheid te scheppen in de werking van Cd-ionen in de cel.  
In bijlage 2 wordt paragraaf 2.1 samengevat in een tabel waarbij de elementen Cr(VI) en Cd 
vergeleken worden.     
2.2 Stamcellen en stamcelproliferatie  
2.2.1 Definitie van een stamcel 
In 1963 beschreven Siminovitch en zijn onderzoeksteam stamcellen als ongedifferentieerde cellen 
die uitgebreid kunnen prolifereren, zichzelf in stand kunnen houden door zelfvernieuwing en die een 
onbeperkt aantal meer gespecialiseerde cellen kunnen voortbrengen (Siminovitch et al., 1963). 
Afhankelijk van hun differentiatievermogen kunnen ze onderverdeeld worden in totipotente en 
pluripotente stamcellen. Een stamcel die totipotent is, kan zich ontwikkelen tot een volledig nieuw 
individu omdat ze in staat is elk type weefsel van een organisme te genereren. Enkel de cellen die 
afkomstig zijn van de eerste delingen van een zygote hebben deze eigenschap. Een pluripotente 
stamcel daarentegen kan een aantal verschillende, maar niet elk celtype produceren (Lodish et al., 
2008b).  
2.2.2 Stamceldeling 
Een stamceldeling kan zowel symmetrisch als asymmetrisch verlopen (Fig. 3). Fig. 3a, 3b en 3c zijn 
schematische voorstellingen van mogelijke patronen van deze stamceldeling. Bij een symmetrische 
celdeling worden uit een moederstamcel twee dochtercellen die identiek zijn aan de moederstamcel 
of twee meer gedifferentieerde cellen gevormd (Fig. 3b). Bij een asymmetrische stamceldeling wordt 
uit de moederstamcel een identieke, ongedifferentieerde dochtercel en een reeds meer 
gedifferentieerde cel gegenereerd (Fig. 3a). Er kan ook een combinatie van de twee soorten 
celdelingen optreden waarbij elke stamcel zowel symmetrisch als asymmetrisch kan delen (Fig. 3c) 
(Morrison & Kimble, 2006). De differentiërende cel is een intermediaire cel die door verdere delingen 
omgevormd wordt tot een cel van een bepaald weefseltype. Deze intermediaire cellen noemt men 
ook precursor- of progenitorcellen (Lodish et al., 2008b).  
De stamcelcyclus is schematisch weergegeven in fig. 3d. In eukaryote cellen begint elke celcyclus van 
een somatische cel, d.i. de periode tussen twee opeenvolgende celdelingen, met de synthese van het 
DNA (S-fase). Deze fase duurt een 8 uur en wordt gevolgd door een circa 4 uur durende G2-fase 
welke overgaat in de mitose (M). Deze mitose, waarbij de cel wordt gesplitst in twee dochtercellen 
met hetzelfde aantal chromosomen als de moedercel, neemt ongeveer een uur in beslag (Flemming, 
1882). De daaropvolgende G1-fase heeft een zeer wisselende tijdsduur. De fasen G1,S en G2, worden 
samen de interfase genoemd. Cellen die zich niet meer delen, bevinden zich in de G0-fase (Passarge, 






Fig. 3: (a, b, c) Patronen van stamceldeling. Omdat stamcellen de tweeledige taak moeten vervullen van 
zelfvernieuwing en het produceren van gedifferentieerde cellen kunnen ze zowel symmetrisch als asymmetrisch 
delen. (a): Asymmetrische stamceldeling waarbij uit de moederstamcel een identieke dochtercel en een meer 
gedifferentieerde cel worden geproduceerd; (b): Symmetrische stamceldeling waarbij uit de moederstamcel 
twee identieke cellen worden gevormd, hetzij twee dochtercellen identiek aan de moederstamcel, hetzij twee 
differentiërende cellen; (c): Combinatie van celdelingen: Elke stamcel kan symmetrisch of asymmetrisch delen. 
(Overgenomen en aangepast van Morrison & Kimble, 2006); (d) De verschillende fasen in een celcyclus van een 
somatische eukaryote cel; S: DNA synthese; G1 en G2: tussenfasen; M: mitose, deze bestaat achtereenvolgens 
uit de profase, metafase, anafase en telofase; G0: niet-delende fase van de cel. Het aantal chromosomen in de 
cel is afhankelijk van het soort organisme (Overgenomen en aangepast van Lodish et al., 2008g). 
2.2.3 Stamcelfysiologie 
In volwassen weefsels zijn stamcellen nodig om de homeostase in het lichaam te bewaren 
(Shackleton, 2010). Wanneer dus bepaalde cellen afsterven, bijvoorbeeld ten gevolge van 
veroudering of ziekte, tracht het lichaam deze terug aan te vullen. Door hun bijzondere 
eigenschappen zijn stamcellen in staat om dit te doen. Om te vermijden dat de stamcellen abnormaal 
gaan groeien of dat weefselverlies gaat optreden, is het belangrijk dat de balans tussen 
stamcelproliferatie en celdifferentiatie strikt gecontroleerd is. Deze controle over het evenwicht is 
nodig op het niveau van de stamcel zelf alsook op het niveau van de stamcelpopulatie (Simons & 
Clevers, 2011; David, Bosch, Hobmayer, Holstein & Schmidt, 1987). Om inzicht te verwerven in de 
werking van stamcellen op cellulair en moleculair vlak is het cruciaal de mechanismen die dit 
evenwicht reguleren te achterhalen. Dit afstudeeronderzoek wil een eerste bijdrage leveren in het 
verduidelijken van deze mechanismen op cellulair niveau door te onderzoeken wat het effect is van 
de carcinogene stof Cr(VI) op deze stamcellen, en door de resultaten te vergelijken met deze die 
bekomen zijn uit voorgaand onderzoek waarbij de cellen werden blootgesteld aan Cd.    
Er is reeds veelvuldig onderzoek verricht naar het bestaan, de ligging en het gedrag van stamcellen. 





voor enkele jaren moeilijk te visualiseren. Bovendien zijn pas de laatste tiental jaren 
onderzoekstechnieken ontwikkeld die het mogelijk hebben gemaakt de proteïnen en genen die een 
rol spelen in signaaloverdracht bloot te leggen. Dit heeft ervoor gezorgd dat nog vele vragen 
onbeantwoord zijn omtrent stamcelbiologie. Stamcellen zijn waargenomen in meerdere weefsels van 
dierlijke organismen zoals in bloed, darmen, huid, spieren, lever, ovaria, testes en hersenen. Ze 
worden aangetroffen in lokale ‘niches’ in dat weefsel. Deze niches reguleren de manier waarop 
stamcellen tussenkomen in het ontwikkelen, onderhouden en herstellen van het weefsel (Schofield, 
1978; Scadden, 2006). De regulatie van het gedrag van de stamcellen kan door de niche gebeuren 
met behulp van extrinsieke en intrinsieke factoren. Aansporing van buiten de niche kan gebeuren 
door signaalpathways, metabole stoffen, fysische interacties en neurale stimulatie (Molofsky, Pardal 
& Morrison, 2004; Scadden, 2006). Het lot van de stamcel kan vanuit de stamcel zelf geregeld 
worden door bijvoorbeeld chromatine modificaties (Buszczak & Spradling, 2006). Sommige signalen 
zouden bovendien rechtstreeks de dochtercellen beïnvloeden en niet de stamcel zelf. Een niche kan 
bestaan uit stromacellen (steunweefsel) of epitheliale cellen (Morrison & Spradling, 2008). In beide 
typen van niche spelen bepaalde moleculen die aanwezig zijn in de cel-cel juncties een belangrijke rol 
in de ontwikkeling van de stamcellen. Zo zou in de ovaria van de Drosophila (fruitvlieg) het calcium-
afhankelijke proteïne DE-cadherin tussenkomen in adhesie van de stamcel met een andere cel van de 
niche, waardoor de stamcel wordt belet om te differentiëren (Song & Xie, 2002). In sommige 
weefsels is een niche niet duidelijk afgelijnd maar kunnen individuele stamcellen voorkomen tussen 
andere cellen, bijvoorbeeld in het spierweefsel van zoogdieren of in het beenmerg voor de aanmaak 
van bloedcellen (Collins et al., 2005; Wright, Wagers, Gulati, Johnson & Weissman, 2001). Dit zijn 
facultatieve niches (Morrison & Spradling, 2008). Het onderzoek bij zoogdieren staat nog grotendeels 
in zijn kinderschoenen. Toch kunnen de onderzoeksresultaten bij Drosophila en ook bij 
Caenorhabditis Elegans (C. elegans) (rondworm) aanknopingspunten zijn voor de werking van 
signaalpathways in zoogdieren aangezien meerdere pathways bewaard gebleven zijn doorheen de 
evolutie en er dus grote overeenkomsten mogelijk zijn tussen zowel een vlieg, worm als een mens 
(Lodish et al., 2008c). Algemeen kan gesteld worden dat de stamcelniche signalen produceert die een 
populatie van niet-differentiërende stamcellen onderhoudt, de stamcellen mogen niet overmatig 
prolifereren en niet differentiëren. Differentiatie van stamcellen in de huid en de darmen bij 
zoogdieren bijvoorbeeld, wordt tegengegaan door hoge concentraties aan β-catenine, een 
component van de Wnt-signaalpathway, waardoor de cellen gaan delen in plaats van differentiëren 
(Lodish et al., 2008g).  
De balans tussen stamcelproliferatie en stamceldifferentiatie kan eveneens beïnvloed worden door 
signalen die op de celcyclus van de stamcel zelf inwerken. Opdat de celcyclus optimaal verloopt, is 
het noodzakelijk dat elke fase volledig doorlopen wordt. Dit wordt gecontroleerd door heterodimere 
proteïne kinasen. Deze bestaan uit een regulerend onderdeel (cycline) en een katalytisch onderdeel 
(cycline-afhankelijk kinase (CDK)). Deze kinasen regelen de activiteit van vele proteïnen die 
betrokken zijn in DNA-replicatie en mitose. Andere enzymen, namelijk de ubiquitine-proteïne ligasen, 
regelen bepaalde cyclusovergangen zodanig dat het betrokken proteïne degenereert. Dit zorgt voor 
onomkeerbaarheid van het proces waardoor er anders fouten zouden kunnen optreden. De transitie 
van de celcyclus wordt bovendien nog gecontroleerd door een ‘checkpoint bewakingsmechanisme’. 
En om ervoor te zorgen dat de mitose plaatsvindt, is het eveneens nodig dat de ‘mitosis-promoting 
factor’ geactiveerd wordt door een mitose cycline (Lodish et al., 2008g). In dit ganse proces zijn veel 
proteïnen betrokken. Ongewenste effecten op deze proteïnen of in hun genexpressie kan leiden tot 





2.2.4 Stamcellen en ROS 
Zoals in volwassen, gedifferentieerde cellen kan er ook in stamcellen van een aeroob organisme een 
overmaat aan ROS gevormd worden (paragraaf 2.1.2.2). Onderzoek naar het specifieke antwoord van 
de stamcel op deze oxidatieve stress staat nog in zijn kinderschoenen (Kobayashi & Suda, 2012). 
Afhankelijk van het type stamcel kunnen verschillende verdedigingsmechanismen in werking treden 
om de schade te beperken. Zo wordt bijvoorbeeld in een bloedstamcel een opstapeling van DNA-
schade voorkomen doordat de celcyclus tijdelijk stopt wanneer de cel zich in een rustfase bevindt 
(Orkin & Zon, 2008). In andere typen van stamcellen zijn door Blanpain en zijn onderzoeksteam 
(2011) duidelijke DNA-herstelmechanismen op DNA-schade waargenomen. Uit ander onderzoek 
komt dan weer naar voor dat stamcellen in staat zijn zich te beschermen tegen ROS door hun 
celcyclus te regelen met hun redoxstatus, e.g. de intrinsieke redoxcontrole door de 
transcriptiefactors van de FoxO familie (forkhead box-genen van de O-familie) (Storz, 2011). 
Uitgebreid onderzoek is wenselijk om meer inzicht te verwerven in de manier waarop stamcellen zich 
verdedigingen tegen oxidatieve stress.      
2.2.5 Stamcellen en carcinogenese 
Terwijl normale stamcellen gekenmerkt worden door een sterke controle van proliferatie en het 
behoud van hun onaangetast genoom, onderscheiden tumorigene stamcellen zich hiervan door hun 
gebrek aan controle (Shackleton, 2010; Reya et al., 2001). Dit zou betekenen dat deze 
kankerstamcellen zich eveneens kunnen vernieuwen en tegelijk kunnen differentiëren in andere 
kankercellen met beperkte proliferatiecapaciteit (Singh et al., 2004). Zouden deze kankerstamcellen 
dan ook afhankelijk zijn van gespecialiseerde niches voor hun onderhoud? Inzicht verwerven in de 
regulatie van het evenwicht tussen proliferatie en differentiatie van normale stamcellen, zou ook 
meer duidelijkheid kunnen verschaffen over factoren die dit evenwicht zouden kunnen verstoren wat 
tot een overmatige proliferatie zou kunnen leiden. En hoe springen kankerstamcellen om met 
oxidatieve stress? Is er bijvoorbeeld een verschil in redoxpatroon waar te nemen tussen het 
verdedigingsmechanisme van een kankerstamcel en een normale stamcel (Kobayashi & Suda, 2012)?       
2.3 Het modelorganisme Schmidtea mediterranea   
2.3.1 Algemene beschrijving  
Schmidtea mediterranea (S. mediterranea) zijn vrijlevende zoetwater planaria van de familie 
Dugesiidae die behoren tot het fylum Platyhelminthes (platwormen) en de orde Tricladida. Samen 
met de Ecdysozoa (met onder meer de Arthropoda en Nematoda) en de Deuterostomia, waarvan de 
vertebraten deel uitmaken, vormen deze invertebraten, als lid van de Lophotrochozoa, de drie 
groepen waarvan de dieren een bilateraal symmetrische lichaamsbouw hebben (Campos, Cummings, 
Reyes & Laclette, 1998; Adoutte, Balavoine, Lartillot, Lespinet, Prud’homme & de Rosa, 2000; 
Sánchez Alvarado & Kang, 2005).  
Deze platwormen behoren tot de eenvoudigste groep van de metazoa die weefselhomeostase 
vertonen, hun lichaamsbouw is embryogenetisch ontstaan uit drie kiembladen, de ectoderm, 
mesoderm en endoderm, en ze hebben geen lichaamsholte (acoelomaat). Alhoewel ze nog geen 
bloedvatenstelsel, ademhalingsstelsel of skeletstructuur bezitten, hebben ze toch al een 
zenuwstelsel (inclusief sensorische organen die voornamelijk in het hoofddeel zijn gelegen, zoals 
foto- en chemoreceptoren), een spijsverterings- en excretiestelsel en een voortplantingsstelsel (fig. 
4). Dit voortplantingsstelsel is enkel aanwezig bij de seksuele stam van S. mediterranea die 
hermafrodiet is. De aseksuele stam plant zich voort door transversale fissie, i.e. het splitsen van de 





hoofdgedeelte zich wegtrekt (Newmark & Sánchez Alvarado, 2002). De ademhaling gebeurt via 
diffusie doorheen het lichaamsoppervlak. Onder de epidermis en de basale membraan bevindt zich 
een spierlaag waardoor de platworm kan bewegen (zie dwarse doorsnede van S. mediterranea in 
bijlage 3). Deze beweging wordt vergemakkelijkt door de uitscheiding van mucus door subepitheliaal 
gelegen kliercellen. Daarnaast zorgt deze mucus ook voor protectie, adhesie aan substraten en het 
vangen van prooi (Newmark & Sánchez Alvarado, 2002; Pedersen, 1959). De ruimte tussen de 
organen is opgevuld met parenchymweefsel. Hierin worden naast gedifferentieerde cellen en vezels 
ook ongedifferentieerde cellen aangetroffen, de neoblasten (Saló, 2006). Deze neoblasten, die 20 tot 
30% uitmaken van het totaal aantal cellen in het organisme, zijn adulte somatische stamcellen en zijn 
de enige delende cellen in dit organisme (Bagunà, Saló & Auladell, 1989; Newmark & Sánchez 
Alvarado, 2000). Zij zijn verantwoordelijk voor de enorme regeneratiecapaciteit waarvoor de planaria 
gekend zijn. Uit de afsplitsing van een heel klein stukje weefsel kan een volledig nieuw individu 
ontstaan. Naast hun taak in regeneratie van lichaamsdelen, zorgen deze totipotente cellen ook voor 
de ongeveer 40 verschillende celtypes van het organisme, voor weefselhomeostase en voor 
kiemcellen die kunnen ontwikkelen tot voortplantingsstructuren (Sánchez Alvarado & Kang, 2005; 
Sánchez Alvarado, 2004; 2007).      
 
Fig. 4: Longitudinale doorsneden van de zoetwater platworm Schmidtea mediterranea; (a): Het centraal 
zenuwstelsel bevat tweelobbige hersenganglia met elk acht hersenvertakkingen en twee ventro-laterale 
longitudinale zenuwstrengen die onderling verbonden zijn door commissurale neuronen en die lateraal vertakt 
zijn; de ogen zijn fotoreceptoren; (b): Het spijsverteringsstelsel bestaat uit een blind eindigende darm met één 
anterior en twee posterior vertakkingen bezet met darmdivertikels, en in het midden een farynx die ventraal 
uitmondt; het excretiestelsel is een dorsaal netwerk van kanalen (protonephridia) (blauw op de tekening) met 
vlamcellen; (c): Het voortplantingsstelsel van de hermafrodiete stam van Schmidtea mediterranea is 
opgebouwd uit twee ventraal gelegen ovaria en twee dorsolaterale lijnen van testes en dooierklieren; het 
copulair apparaat bevat een copulaire zak, een penis, een zaadvesikel en schaalklieren die verbonden zijn met 






2.3.2 S. mediterranea als modelorganisme  
Planaria worden veelvuldig gebruikt voor laboratoriumonderzoek naar de werking van stamcellen en 
de effecten van toxische substanties. Niet alleen zijn ze grotendeels opgebouwd uit somatische 
stamcellen, het zijn ook eenvoudige organismen. Bovendien zijn ze op een eenvoudige manier 
manipuleerbaar waardoor mogelijke effecten van carcinogene stoffen op deze stamcellen in vivo 
kunnen bestudeerd worden. Dit maakt hen ideaal als modelorganisme (Sánchez Alvarado, 2004; 
Sánchez Alvarado & Kang, 2005). De platworm S. mediterranea is hiervoor representatief (Sánchez 
Alvarado, Reddien, Newmark & Nusbaum, 2003). Door de aanwezigheid van de totipotente 
somatische stamcellen, hun regeneratiemogelijkheid en hun somatische plasticiteit kunnen deze 
planaria bijdragen aan het verhelderen van moleculaire processen die een rol spelen in het bepalen 
van het lot van een cel, in celdifferentiatie en in de opbouw van het lichaam volgens een bilateraal 
symmetrisch patroon (Sánchez Alvarado, 2004). Zo bezit S. mediterranea genen die afwezig zijn in 
het genoom van Drosophila en C. elegans, maar aanwezig zijn in de Homo sapiens, zoals het gen dat 
zorgt voor de aanmaak van het enzyme thymidine fosforylase dat de endotheliale celgroeifactor 1 
stimuleert (Sánchez Alvarado, Newmark, Robb & Juste, 2002). Regeneratie duidt op een 
gecontroleerde proliferatie en differentiatie van stamcellen (Sánchez Alvarado, 2007). Identificatie 
van de onderliggende mechanismen kan bijdragen aan het ophelderen van processen die aanleiding 
geven tot fouten in dit proces (Sánchez Alvarado et al., 2003). Omdat alle gekende metazoa 
afhankelijk zijn van stamcellen voor hun overleving, is het zeer waarschiijnlijk dat de moleculaire 
processen die de stamcelbiologie reguleren doorheen de evolutie behouden gebleven zijn. Hierdoor 
zou kennis van de stamcellen in planaria geëxtrapoleerd kunnen worden naar de stamcellen in 
vertebraten, waaronder de mens (Sánchez Alvarado, 2007). 
Een ander belangrijk kenmerk van een modelorganisme is de experimentele manipuleerbaarheid 
(Sánchez Alvarado et al., 2003). De aanwezige stamcellen zijn in S. mediterranea de enige mitotisch 
actieve cellen. Bovendien is het dier een eenvoudig organisme dat gemakkelijk te kweken is in een 
laboratorium:  
 het is stabiel diploïd (2n = 8);  
 de grootte van het genoom is 4.8 x 108 bp (baseparen), wat de helft is ten opzichte van 
andere soorten planaria;  
 de voortplantingsduur is kort, voor de seksuele lijn is dit een maand, terwijl de aseksuele lijn 
zeven dagen nodig heeft om tot een volwaardig individu uit te groeien. Het vermeerderen 
van de aseksuele lijn gebeurt eenvoudig door transversale fissie;  
 door deze korte voortplantingsduur zijn snel meerdere generaties beschikbaar waardoor het 
genoom gerangschikt kan worden;  
 ten gevolge van de sterke regeneratiecapaciteit kan er zich op zeer korte tijd een klonale lijn 
ontwikkelen met een uniforme genetische achtergrond. Hierdoor wordt de experimentele 
variabiliteit tot een minimum herleid en wordt polymorfisme van sequenties beperkt, welke 
de experimentele resultaten negatief zouden kunnen beïnvloeden (Newmark & Sánchez 
Alvarado, 2002); 
 de dieren zijn klein maar toch nog met het blote oog goed zichtbaar, de seksuele lijn is 1-3 
cm terwijl de aseksuele lijn 1-8 mm groot is; 
 de planariacultuur is gemakkelijk te onderhouden, een kamertemperatuur van 18°C met een 
dag/nacht ritme van 14 uur licht/10 uur donker, geplaatst in een bak met een 
gestandaardiseerd medium op basis van bigedestilleerd water. 





De planaria zijn reeds meer dan 100 jaar het onderwerp van onderzoek, zo beschrijft Randolph al in 
1897 zijn observaties en experimenten over hun regeneratie (Sánchez Alvarado & Kang, 2005). 
Hierdoor zijn meerdere onderzoekstechnieken ontwikkeld en verfijnd die bijdragen tot het 
visualiseren van de cellulaire biologie en moleculaire processen in de planaria, maar die ook 
meehelpen om de experimentele bevindingen te interpreteren (Oviedo, Nicolas, Adams & Levin, 
2008). Zo zijn in S. mediterranea reeds 20 celtypes onderscheiden door gebruik te maken van 
antilichamen en kunnen stamcellen gezuiverd worden met behulp van FACS (fluorescence-activated 
cell sorting). Op moleculair niveau zijn vooral het rangschikken van ongeveer 5000 ESTs (expressed 
sequence tags), het nagaan van genexpressie door microarray’s en ‘whole-mount in situ 
hybridization’, het inactiveren van genen door RNA interferentie (RNAi) en het identificeren van 
promotor seqenties noemenswaardig (Sánchez Alvarado et al, 2003; Newmark & Sánchez Alvarado, 
2002). Het recentelijk samenstellen van de Schmidtea mediterranea genoom database (SmedGD) is 
een belangrijk hulpmiddel bij het blootleggen en interpreteren van moleculaire processen in S. 
mediterranea (Robb, Ross & Sánchez Alvarado, 2007). 
2.4 Het effect van Cr(VI) en Cd op planaria: een stand van zaken  
Onderzoek op planaria heeft zich lange tijd voornamelijk toegespitst op de stamcellen en hun 
regeneratiecapaciteit. Pas na 1980 zijn er studies beschreven over het effect van Cd op deze 
organismen. Naar de gevolgen van Cr(VI)-blootstelling in planaria zijn de onderzoeken nog schaarser, 
pas zeer recent is hiermee gestart.  
Als acute effecten van Cd op planaria zijn mortaliteit, neurotoxische effecten en onderdrukking van 
de aseksuele voortplanting waargenomen (Best & Morita, 1982; 1983; 1991; Grebe & Schaeffer, 
1991; Kalafatic, Kopjar & Besendorfer, 2004). Deze waren alle afhankelijk van de blootstellingsdosis. 
Ook een daling in mitotische activiteit van de stamcellen is geobserveerd in de regenererende 
platworm Polycelis felina (Daly.), wat eveneens werd geïnduceerd door uithongering (Kalafatic et al., 
2004). Bij Dugesia etrusca werd algemeen een verhoogde mucusafscheiding vastgesteld, maar juist 
voor het sterven traden toxische effecten op zoals wijzigingen in lichaamsoppervlak, ulceraties en het 
oplossen van het hoofd (Calevro, Filippi, Deri, Albertosi & Batistoni, 1998). Dezelfde effecten zijn  
waargenomen in regenererende planaria (Calevro et al., 1998). Bij langere blootstelling aan lagere 
Cd-concentraties trad ongecontroleerde celproliferatie op (Best & Morita, 1991; Schaeffer, 1993).  
In het CMK bij de onderzoeksgroep Dierkunde: Biodiversiteit en Toxicologie aan de Universiteit 
Hasselt zijn studies uitgevoerd op de platwormen Macrostomum lignano (M. lignano) en S. 
mediterranea. Microscopisch onderzoek van M. lignano na Cd-blootstelling toonde geen wijzigingen 
aan in distributiepatroon van delende stamcellen, maar wel afwijkingen in het aantal delende 
stamcellen, wat mogelijk concentratieafhankelijk was, en een stijging in het aantal gemigreerde en 
gedifferentieerde cellen (Degheselle, 2007). Op moleculair vlak is na blootstelling aan lage 
concentraties Cd een genexpressiedaling van het heat shock proteïne (HSP)60 aangetoond bij M. 
lignano, evenals afwijkingen van spermacellen. Deze bevatten meer H2O2 en er waren meer dode en 
abnormale cellen. Toevoeging van anti-oxidanten verlaagde het effect (Geerdens, 2007). Recenter 
onderzoek op M. lignano naar het beschermende effect van HSPn in functie van celproliferatie 
tijdens Cd-blootstelling bracht aan het licht dat het downreguleren van de HSP60 en HSP90 geen 
zichtbaar effect had op de morfologie van de stamcellen en epidermis maar wel op de celproliferatie. 
Het stilleggen (silencen) van HSP90 veroorzaakte een drastische daling in het aantal stamcellen in 
mitose. Op moleculair niveau veroorzaakte het silencen van deze HSPn een toename in 





Blootstelling aan hoge concentraties Cd samen met het silencen van HSP90, toonde een dalende 
trend in genexpressie van de onderzochte genen aan, behalve voor HSP70. Dit zou kunnen wijzen op 
de tussenkomst van HSP90 in het beschermen van de cel tijdens stresssituaties. Downregulering van 
HSP60 zou vooral tijdens controlesituaties een effect hebben op de transcriptielevels van bepaalde 
genen (Saeren, 2010). Een opregulatie van HSP90-genexpressie na Cd-blootstelling is eveneens 
waargenomen in ‘quantitative real time PCR (polymerase chain reaction)’ experimenten, een 
ecotoxicogenomisch onderzoek van Plusquin en haar medeonderzoekers (2012b). 
Blootstelling van S. mediterranea aan Cd resulteerde in een duidelijke variatie in genexpressieniveau 
en capaciteit van de enzymen die gerelateerd zijn aan oxidatieve stress, in een verandering van het 
lichaamsoppervlak en in een stijging van de stamcelproliferatie (Van Roten et al., 2010; Stevens, 
2010, Vroonen, 2009; Plusquin et al., 2012a). Door het uitschakelen van de heat shock respons 
verhoogde de gevoeligheid van het organisme voor Cd. Omdat in stamcellen veel HSPn aanwezig  
zijn, zouden deze proteïnen een prominente rol kunnen spelen in Cd-geïnduceerde 
stamcelproliferatie, wat veroorzaakt zou kunnen worden door een verstoorde redoxbalans (Conte, 
Deri, Isolani, Mannini & Batistoni, 2009; Stevens, 2010). Al deze effecten waren duur- en 
dosisafhankelijk. Ultrastructureel onderzoek van stamcellen en epidermiscellen die aan Cd werden 
blootgesteld, toonde evenwel geen veranderingen (Plusquin et al., 2012a). Hieruit zou afgeleid 
kunnen worden dat effecten op moleculair niveau niet noodzakelijk leiden tot een verandering op 
structureel niveau. Het optreden van stamcelproliferatie kan zowel een verdedigingsstrategie zijn om 
de Cd uit het lichaam te elimineren of op te slagen, als om weefsel te herstellen, wat wijst op de 
grote plasticiteit van deze dieren (Plusquin et al., 2012a). Plusquin et al. (2012a) kwamen bovendien 
tot de conclusie dat bepaalde effecten, zoals op grootte en mobiliteit, terug kunnen verdwijnen .  
In preliminair onderzoek naar de effecten van Cr(VI) op S. mediterranea is, zoals bij Cd, eveneens 
vastgesteld dat de toxiciteit toeneemt met de concentratie en de blootstellingsduur. De mobiliteit 
steeg zowel op korte als op lange termijn met een intermediaire daling, terwijl een 
lichaamsvergroting op korte termijn veranderde in een reductie op lange termijn (Van Roten, 2009). 
Cr(VI)-blootstelling veroorzaakte ook stamcelproliferatie maar met een sneller resultaat en bij een 
lagere concentratie in vergelijking met Cd. Dit zou volgens de onderzoekers kunnen wijzen op een 
groter effect van Cr(VI) op het organisme in vergelijking met Cd (Van Roten et al., 2010). Op cellulair 
niveau werd er een variatie in genexpressie van een aantal aan oxidatieve stress gerelateerde 
enzymen geïnduceerd (Van Roten et al., 2010). 
Kalafatic & Taboršak hebben in hun studie uit 1998, betreffende het effect van Cr(VI)-blootstelling op 
de platworm Polycelis felina, waargenomen dat bij een concentratieverhoging een daling optrad van 
de mitotische activiteit van stamcellen in regeneratie. De observaties gebeurden na stopzetting van 
een kortstondige blootstelling. Andere studies naar het effect van Cr(VI) op planaria zijn schaars. De 
meeste onderzoeken met betrekking tot de toxiciteit van Cr(VI) zijn gericht op mensen, muizen, 
ratten, hamsters en zoetwatervissen (Nickens et al., 2010). Een belangrijk aandachtspunt hierin 
waren de mogelijke mechanismen van Cr(VI) om de kritische homeostatische balans tussen celdood 
en overleving te wijzigen. Als Cr(VI) intracellulair wordt gemetaboliseerd kunnen namelijk Cr-DNA 
adducten, genomische schade en mutaties gevormd worden, en kunnen ROS-productie en 





3 Materiaal en methoden  
3.1 Testorganisme en onderhoud van de cultuur 
In de onderzoeksgroep Dierkunde: Biodiversiteit en Toxicologie van het CMK worden voor de studies 
platwormen gebruikt van de diploïde, aseksuele stam van S. mediterranea. De oorspronkelijke 
klonale culturen zijn verkregen van Dr. M. Willems en Dr. S. Mouton die verbonden zijn aan de 
Universiteit Gent (België). De natuurlijke habitat van deze planaria situeert zich in stromend zoet 
water op het Iberisch schiereiland en in Mallorca, beide gelegen in het Middellandse zeegebied (de 
Vries, 1985; Kiefer, 2006).  
De organismen, die een lengte hebben van ongeveer 1-8 mm, zijn geplaatst in rechthoekige dozen 
met een inhoud van ongeveer 1 liter (Sánchez Alvarado et al., 2003). De dozen worden afgedekt met 
een handdoek om de organismen te beschermen tegen licht. In de kweekkamer wordt de 
temperatuur constant op 18°C gehouden en de belichting is digitaal geprogrammeerd op een dag-
/nachtritme van 14 uur licht/10 uur donker. De dozen zijn gevuld met een specifieke oplossing voor 
S. mediterranea op basis van bigedestilleerd water (zie tabel III) (Cebrià & Newmark, 2005; Oviedo et 
al., 2008). Eenmaal per week worden de organismen, die predatoren zijn, gevoed met stukjes 
kalfslever van 3-5 mm2 groot. Deze stukjes worden gedurende 3 tot 4 uur in de dozen gelegd (5-10 
stukjes/doos van ongeveer 200 individuen). Nadien wordt het medium ververst. 









Bigedestilleerd water 2 liter 
 
De voortplanting van de aseksuele stam van S. mediterranea gebeurt door transversale fissie. Omdat 
deze planaria een grote populatie aan stamcellen bezitten, regenereert elk fragmentje tot een 
volledig individu in ongeveer een week (Sánchez Alvarado et al., 2003). In optimale omstandigheden 
heeft een fissie plaats om de 3 à 4 weken. In laboratoriumomstandigheden kunnen de organismen 
dwars gesneden worden met een scheermesje (Oviedo et al., 2008). Voordat met een experiment 
wordt gestart, worden de organismen allemaal op hetzelfde tijdstip gesneden zodat ze zich in 
hetzelfde ontwikkelingsstadium bevinden bij de aanvang van de test. Door gebruik te maken van 1 
lijn van de aseksuele stam, i.e. dat alle individuen afstammen van 1 individu door klonale 
voortplanting, worden genetisch identieke individuen bekomen. Hierdoor wordt de experimentele 
variabiliteit geminimaliseerd en het optreden van polymorfismen van sequenties gereduceerd 
(Newmark & Sánchez Alvarado, 2002). Dit is wenselijk in laboratoriumexperimenten omdat deze 
factoren de onderzoeksresultaten kunnen beïnvloeden, waardoor een neutrale interpretatie 
verhinderd wordt. Het werken met een aseksuele stam heeft bovendien nog het extra voordeel dat 





3.2 Experimentele opzet 
Drie weken voor de aanvang van het experiment wordt het gewenste aantal individuen willekeurig 
uitgekozen en in een aparte doos met medium (tabel III) geplaatst. Geen enkel organisme is reeds 
eerder blootgesteld aan een toxine. Ze worden gevoed zoals beschreven in paragraaf 3.1. De 
volgende dag worden ze juist voor de farynx (prefaryngeaal) in ongeveer twee gelijke delen 
gesneden. Dit gebeurt met een scheermesje op een glazen plaatje en met behulp van een binoculaire 
lichtmicroscoop (Nikon SMZ 645). Eén week voor de start worden ze terug gesneden en geplaatst in 
6-well cultuurplaten of in petrischaaltjes, afhankelijk van het soort experiment, die gevuld zijn met 
medium. Hierdoor kunnen de organismen wennen aan hun nieuwe omgeving. De diertjes worden 
gemanipuleerd met een plastic Pasteurpipet (7,0 ml, VWR). Bij de aanvang van het experiment 
worden de organismen in dezelfde soorten recipiënten gezet die nu gevuld zijn met verschillende 
concentraties van metaaloplossingen. Cr(VI)-oplossingen worden klaargemaakt met een 
stockoplossing van 1000 µmol/L (micromol/liter) kaliumdichromaat (K2Cr2O7 (VEL)) en medium. De 
oplossingen van Cd worden gemaakt met een 1000 µmol/L cadmiumchloridehydraat 98% 
(CdCl2.2.5H2O (Aldrich)) stockoplossing en medium. In elke test worden van elke conditie 
controlestalen meegenomen, hierbij worden de organismen enkel blootgesteld aan zuiver medium. 
Deze stalen vertegenwoordigen de referentiedata voor dat bepaalde tijdstip van metaalblootstelling. 
Na het voeden van de organismen worden ze in gelijksoortige recipiënten geplaatst met dezelfde 
oplossing als voordien. De laatste voeding heeft plaats zeven dagen voor de staalname. Wanneer 
tijdens het experiment een individu spontaan splitst in twee delen, worden deze verwijderd omdat 
de fysiologische reactie van deze delen op de metaalblootstelling anders kan zijn dan bij niet-
regenererende organismen.  
3.3 Metaalaccumulatie 
Het doel van de metaalaccumulatietest is na te gaan of er metaalaccumulatie optreedt in S. 
mediterranea na Cr(VI)- en Cd-blootstelling en of er een verschil is in opnamehoeveelheid tussen 
Cr(VI) en Cd. Stapeling van deze elementen in het organisme is een voorwaarde om eventueel 
effecten in het organisme te kunnen veroorzaken. De organismen worden 1, 2 of 3 weken 
blootgesteld aan twee verschillende concentraties van een Cr(VI)-oplossing (5 en 10 µmol/L) en van 
een Cd-oplossing (ook 5 en 10 µmol/L). Per petrischaal worden 10 individuen gebruikt, elke conditie 
wordt 3 keer herhaald. Als controle wordt elke conditie nog eens herhaald met enkel medium. De 
metaalconcentraties zijn gekozen aan de hand van de resultaten van een LC50-test, i.e. de 
concentratie waarbij 50% van de individuen in de testpopulatie wordt gedood per eenheid van tijd 
(Lawrence, 2008). De LC50-waarden (in µmol/L), die in dit onderzoek werden gebruikt, zijn bepaald in 
vroeger onderzoek en zijn voor Cr(VI) 20,3 (na 1 week), 19,9 (na 2 weken) en 19,4 (na 3 weken); voor 
Cd zijn de waarden 46,8 (na 1 week), 30,8 (na 2 weken) en 22,8 (na 3 weken) (Van Roten et al., 2010). 
Ook is al aangetoond dat bij deze concentraties een significante stijging in aantal stamcellen is 
opgetreden voor beide elementen, maar wel in verschillende condities (Van Roten et al., 2010). 
Omdat het een vergelijkende studie is, worden voor de twee elementen de 
blootstellingsconcentraties 5 en 10 µmol/L gebruikt. Om stalen te bekomen met een meetbare 
massa worden 10 individuen per petrischaal genomen. 
De staalname gebeurt per petrischaal en begint met het tweemaal reinigen van de organismen in 
medium of bigedestilleerd water, elk individu van dezelfde petrischaal wordt vervolgens in hetzelfde 
gekoelde aluminium weegschuitje (diameter: 5 mm) geplaatst met behulp van een tandenstoker. Alle 
weegschuitjes worden in een 6-well cultuurplaat gezet en gedroogd in een oven (60°C, 48 uur). Met 





gebeurt met ICP-AES (inductively coupled plasma atomic emission spectrometry) nadat er 200 µL 
waterstofnitraat per staal is toegevoegd voor zuurextractie (oplossing gedurende twee dagen). 
Hierdoor lost het organisch weefsel op. De metaalconcentratie per staal wordt bepaald met een 
standaardcurve. 
De statistische analyse wordt uitgevoerd door gebruik te maken van de software SAS v9.2. Als de 
normaliteit (normale verdeling van de data) en homoscedasticiteit (homogene verdeling van de 
variantie ten opzichte van het gemiddelde) in orde zijn, wordt een parametrische éénwegs-ANOVA 
met Tukey’s test gebruikt. Wordt hier niet aan voldaan dan wordt een niet-parametrische éénwegs-
ANOVA (Kruskal-Wallis) toegepast. P-waarden lager dan 0.1 worden beschouwd als statistisch 
significant met de volgende gradaties: *: p-waarde < 0,1; **: p-waarde < 0,05; ***: p-waarde < 0,01. 
Het significantieniveau volgens de 3 gradaties wordt hier toegepast om te vergelijken met de eerder 
uitgevoerde onderzoeken met Cr(VI) op S. mediterranea in het CMK (zie: Van Roten, 2009).       
3.4 LC50-test 
Een letaliteitstest wordt uitgevoerd om te bepalen bij welke concentratie en duur het organisme 
sterft na blootstelling aan een bepaalde toxische stof. In dit afstudeeronderzoek wordt de LC50-
waarde bepaald. Dit is de letale concentratie van een stof waarbij 50% van de individuen sterft na 
een bepaalde blootstellingsduur. Het wordt dus gebruikt om de acute toxiciteit van een stof na te 
gaan. Deze waarden zijn belangrijk om in andere experimenten de subletale concentraties te bepalen 
waaraan de organismen zouden kunnen worden blootgesteld om effecten uit te lokken. Dit 
experiment wordt in dit afstudeeronderzoek uitgevoerd om de resultaten te kunnen vergelijken met 
deze van eerder uitgevoerde LC50-testen. 
In deze test worden de organismen, in afwijking met de algemene experimentele opzet (paragraaf 
3.2) 4 weken voor het begin van de blootstelling willekeurig uitgekozen en transversaal gesneden. Na 
3 weken worden ze dan opnieuw gesneden en elk afzonderlijk in een 6-well plaat met medium 
geplaatst. De organismen worden bij de start van het experiment blootgesteld aan 0, 2, 5, 10, 15, 25, 
50, 75 en 100 µmol/L Cr(VI). Uit een vorige LC50-test voor Cr(VI) was 10 µmol/L de concentratie 
waarbij alle individuen nog in leven bleven, 100 µmol/L was de concentratie waarbij alle individuen 
na 2 dagen dood waren (Van Roten, 2009). Per conditie worden 15 organismen genomen. De 
overleving wordt gecontroleerd na 24, 48 en 72 uur, en na 1, 2 en 3 weken van blootstelling. Hierbij 
wordt gebruik gemaakt van een binoculaire lichtmicroscoop en een pasteurpipet. 
De LC50-waarden worden bepaald met behulp van een statistische analyse, namelijk een 
probitanalyse in SAS (SAS v9.2). Een regressie-analyse wordt uitgevoerd om te kijken of de 
concentraties een significant effect (p-waarde < 0,1) hebben op de overleving van het organisme. De 
waarden worden vergeleken met reeds vroeger bepaalde LC50-waarden na blootstelling van S. 
mediterranea aan Cr(VI) en aan Cd door Van Roten et al. (2010).     
3.5 Histon H3 kleuring 
Met een histon H3 kleuring wordt bepaald of er een effect is waar te nemen in het aantal delende 
stamcellen bij de platworm S. mediterranea na blootstelling aan verschillende concentraties van 
Cr(VI) en dit gedurende verschillende periodes. De stamcellen zijn de enige mitotisch actieve cellen in 
planaria (Bagunà et al., 1990). Proliferatie van deze stamcellen in mitose kan gevisualiseerd worden 
door een immunokleuring van bepaalde delen van het DNA (met name het aminozuur serine10 van 
histon H3 wanneer het gefosforyleerd is) met het anti-fosfo-histon H3 antilichaam, een 





Bij dit experiment worden de organismen 1 week vooraf willekeurig uitgekozen, gesneden en in 
petrischaaltjes geplaatst. In experiment 1 worden de individuen (8/conditie) blootgesteld aan 0, 5 en 
10 µmol/L Cr(VI) gedurende 1, 2 of 3 weken (LC50 -waarden zie paragraaf 3.4). In experiment 2 (4 
individuen/conditie) zijn de concentraties als volgt: 0, 10 en 20 µmol/L Cr(VI) voor 4 en 24 uur; 0, 5, 
10 en 20 µmol/L Cr(VI) voor 2 weken; 0 en 10 µmol/L voor 3 weken; en 0, 5 en 10 µmol/L voor 4 
weken. Er wordt gewerkt met 4 individuen/conditie omdat uit de statistische analyse van het eerste 
experiment gebleken is dat het aantal prolifererende stamcellen/mm2 voor alle individuen uit 
eenzelfde conditie normaal verdeeld zijn rond het gemiddelde aantal prolifererende stamcellen/mm2 
van die conditie en dat de standaarddeviatie ten opzichte van dit gemiddelde klein is. Daarom mag 
de test ook gebeuren met een minder aantal. Aan het begin van de staalname wordt elk individu 
gefotografeerd met behulp van een digitale camera gemonteerd op een lichtmicroscoop (Nikon 
Eclipse 80i). Het lichaamsoppervlak wordt berekend met de Java beeldverwerkingscomputersoftware 
ImageJ van de National institutes of Health (USA). De kleuring wordt uitgevoerd volgens het 
‘Immunohistochemie protocol (Schmidtea mediterranea)’ zoals het beschreven wordt door Plusquin 
et al. (2012a) maar met een lichte aanpassing. Hierbij worden de organismen eerst in een 24-well 
cultuurplaat, gevuld met medium, gezet. Deze plaat wordt op ijs geplaatst (1 minuut) zodat de 
individuen zich gaan strekken. Dan worden ze achtereenvolgens geschud op een schudplaat in een 
oplossing van 2% waterstofchloride/Holtfreter 5/8 om ze te doden en de mucus te verwijderen (5 
minuten), en in een Carnoy-oplossing (60% ethanol, 30% chloroform, 10% azijnzuur) voor fixatie (2 
uur). Dehydratatie van de organismen gebeurt met methanol (MetOH) gedurende 1 uur in de 
diepvries. Om de pigmentatie te verwijderen, worden de well platen gevuld met een 6% 
waterstofperoxide/MetOH-oplossing en onder een koude lichtbron (100 Watt) geplaatst op 
kamertemperatuur (20 uur). Op dag 2 worden de organismen gerehydrateerd met opeenvolgend 
75% MetOH/PBST (200 ml fosfaatbuffer saline + 200µl Triton), 50% MetOH/PBST, 25% MetOH/PBST, 
en tweemaal PBST, door ze in elke stap 10 minuten te schudden op kamertemperatuur. De incubatie 
vindt plaats op de schudplaat met 1% BSA (runderserumalbumine)/PBST op kamertemperatuur (3 
uur) (voor het blokkeren van aspecifieke bindingsplaatsen) en met een verdunning van 600 (1/600) in 
1% BSA/PBST primair antilichaam (Millipore) (anti-fosfo-histon H3 antilichaam van het konijn) op ijs 
voor 44 uur. Op de vierde dag wordt het ongebonden antilichaam verwijderd door de organismen, 
op de schudplaat bij kamertemperatuur, 7 keer in 1 uur te wassen met PBST. Opnieuw worden ze al 
schuddend achtereenvolgens geïncubeerd met 1% BSA/PBST voor 7 uur op kamertemperatuur, en in 
het donker op ijs met 1/500 in 1% BSA/PBST secundair antilichaam (+fluorofoor) (Millipore) 
gedurende 16 uur. Op dag 5 wordt het ongebonden antilichaam verwijderd in het donker door de 
individuen te wassen met PBST, 6 keer in 30 minuten op de schudplaat. Dit wordt direct gevolgd door 
het maken van de microscopische preparaten met glycerol. 
De stamcellen worden in elk preparaat geteld met behulp van een fluorescentiemicroscoop (Nikon 
Eclipse 80i) waarop een CCD-camera (charged-couple-device) (DFK 41AF02 FC, Imaging Source) is 
bevestigd. De resultaten worden genormaliseerd t.o.v. de grootte van het levende organisme en 
nadien statistisch geanalyseerd met SAS v9.2 door gebruik te maken van een parametrische 
éénwegs-ANOVA met Tukey’s test of een niet-parametrische éénwegs-ANOVA (Kruskal-Wallis) 
(paragraaf 3.4). Vervolgens worden ze vergeleken met de resultaten die bekomen zijn bij organismen 
die reeds blootgesteld werden aan verschillende concentraties van een Cd-oplossing door Plusquin 





3.6 Elektronenmicroscopisch onderzoek 
Weefselcoupes van S. mediterranea worden elektronenmicroscopisch (EM) onderzocht om te kijken 
of er ultrastructurele veranderingen optreden in de stamcellen en de epidermis na blootstelling aan 
subletale concentraties Cr(VI) (paragraaf 3.4) gedurende bepaalde periodes.  
Per conditie worden 5 individuen blootgesteld aan 0, 5 of 10 µmol/L Cr(VI) voor 1, 2 of 3 weken. De 
organismen worden onderzocht met een transmissie elektronenmicroscoop (TEM) (Philips EM 208S). 
De beelden worden vastgelegd met een CCD-camera (Morada) die wordt bestuurd door iTEM FEI 
(v5.0) software van Olympus Soft Imaging Solutions GmbH (Lodish et al., 2008h). Alvorens het 
weefsel met TEM kan worden bestudeerd, dient het in een aantal opeenvolgende stappen te worden 
behandeld. Eerst worden de individuen op ijs prefaryngeaal in twee stukken gesneden om de 
penetratie van het fixatiemiddel te vergemakkelijken. Daarna wordt elk wormstukje gefixeerd in 
2,5% glutaaraldehyde gebufferd met 0,05 mol/L natriumcacodylaat (pH 7,3) bij 4°C (drie uur). Nadien 
worden de stukjes drie keer 20 minuten gewassen in een 0,1 mol/L natriumcacodylaatbuffer (pH 
7,3). Om de ultrastructurele details te bewaren en de lipiden te kleuren wordt een postfixatie 
uitgevoerd met 2% osmiumtetroxide gebufferd in 0,05 mol/L natriumcacodylaat bij 4°C (Mescher, 
2010). De stukken worden dan opnieuw gewassen, ditmaal 2 keer 30 minuten in een 0,1 mol/L 
natriumcacodylaatbuffer. Voor toepassing in TEM is het nodig dat de weefseldeeltjes in ultradunne 
coupes gesneden worden. Daarom worden in successieve stappen de stukjes weefsel 
gedehydrateerd in verschillende mengsels van aceton/water met oplopende concentraties van 
aceton om te eindigen met een 100% acetonoplossing (10 minuten/stap), en worden ze een nacht 
geïmpregneerd met een mengsel van aceton/Spurr epoxyhars in een verhouding 1/1 in een rotator 
(Spurr, 1969). De volgende dag worden de stukjes ingebed in 100% Spurr epoxyhars in een oven 
(70°C, 17 uur). De harde blokjes worden gesneden in ultradunne coupes van 65 nm met een Leica 
Ultracut UCT ultramicrotoom met een diamanten mes, en gelegd op grids (50 mesh, met een 
koperlaagje). Het contrast van de weefselstukjes op het gridje wordt verhoogd door kleuring met 
elektronendense oplossingen van zware metalen, met name 4% uranylacetaat opgelost in 50% 
ethanol en 3% loodcitraat in bigedestilleerd water. Als afwerking worden de grids gewassen in 
bigedestilleerd water.      
Op de EM-coupes worden de stamcellen en de epidermis onderzocht. De stamcellen van planaria zijn 
morfologisch beschreven als kleine cellen (diameter: 5-10 µm), gelegen in de parenchymale ruimte, 
met een hoge verhouding in nucleus-/celgrootte (Newmark & Sánchez Alvarado, 2001). Ze bezitten 
typische ongedifferentieerde kenmerken zoals een minimale hoeveelheid cytoplasma met weinig 
mitochondriën, veel vrije ribosomen en zeer weinig tot geen ER (Hay & Coward, 1975). Hun verschil 
met andere cellen is de aanwezigheid van een unieke cytoplasmatische structuur, het chromatoïde 
lichaam (chromatoid body) (Morita, Best & Noel, 1969; Hori, 1982; Higuchi, Hayashi, Hori, Shibata, 
Sakamoto & Agata, 2007). Chromatoïde lichamen zijn organellen die geen membraan bezitten, ze zijn 
samengesteld uit amorfe substanties met een gemiddelde elektronendensiteit, zijn gesitueerd in het 
cytoplasma in de nabijheid van kernporiën, en zijn dikwijls gerelateerd met ribosomen en 
mitochondriën (Morita et al., 1969; Hay & Coward, 1975; Hori, 1982). Zij bevatten ribonucleïnezuren 
(Hori, 1982). In zijn studies observeerde Hori (1982; 1992) bovendien dat tijdens het 
differentiatieproces van de stamcel de grootte en het aantal chromatoïde lichamen afnamen en dat 
de cellen een Golgi apparaat en ruw endoplasmatisch reticulum (RER) ontwikkelden. Higushi et al. 
(2007) vonden twee typen van stamcellen, het A- en B-type. Het A-type stamcel is groter, heeft 
meerdere chromatoïde lichamen, een grote euchromatinerijke nucleus (in EM is dit chromatine 





kleine verhouding nucleus-/celgrootte, en geen RER. Het B-type cel is een differentiërende cel, ze is 
kleiner, heeft maar een paar chromatoïde lichaampjes, een kleinere heterochromatinerijke nucleus 
(in EM verschijnt dit chromatine als elektronendense, ruwe granulen (Mescher, 2010)), een grotere 
verhouding in nucleus-/celgrootte, en RER. 
De epidermis, de buitenste laag van het organisme, is monogestratifieerd met epitheliale cellen en 
bevat cilia. Ze is door de basale membraan gescheiden van de rest van het lichaam (Saló, 2006; zie 
bijlage 2). De morfologie en de celorganellen van deze epitheliale cellen worden bestudeerd omdat 
hier het eerste contact plaatsvindt tussen het toxine en het in zoet water levende organisme. In zijn 
onderzoek haalt Rainbow (2007) aan dat elk in water levend ongewerveld dier spoorelementen 
opneemt vanuit de oplossing doorheen permeabele lichaamsoppervlakken en het darmkanaal. De 
dominante vorm van Cr(VI) is in waterige oplossingen het chromaatanion (CrO4
2-). Dit ion kan 
gemakkelijk doorheen biologische membranen passeren (Danielsson, Hassoun & Dencker, 1982; 
Begum, Venkateswara & Srikanth, 2006). 
Bij de interpretatie van de coupes dient rekening te worden gehouden met mogelijke artefacten in 
de preparaten (i.e. kleine structurele abnormaliteiten (Lawrence, 2008)), vervormingen en het verlies 
van componenten die te wijten zijn aan de voorbereiding van de weefselcoupes (Mescher, 2010). Om 
te voorkomen dat er foute conclusies worden getrokken, worden de coupes vergeleken met 
controlestalen. 
De bekomen bevindingen worden vergeleken met het door Plusquin en haar medewerkers (2012a) 






4 Resultaten  
In dit afstudeeronderzoek zijn experimenten uitgevoerd op cellulair niveau die tot doel hadden meer 
te weten te komen over de manier waarop Cr(VI) en Cd inwerken op de stamcellen van de platworm 
S. mediterranea. Als voorbereiding hierop is bepaald of de beide elementen opgenomen worden in 
de platworm en in welke mate ze accumuleren. Bovendien is de letaliteit van het organisme voor 
Cr(VI) onderzocht aan de hand van een LC50-test. Op basis van deze, alsook eerdere resultaten, zijn 
enkele subletale concentraties en blootstellingstijden van Cr(VI) bepaald waaraan de organismen 
vervolgens zijn blootgesteld. Nadien zijn via immunohistochemisch en EM onderzoek Cr(VI)-
geïnduceerde effecten op de stamcellen van het organisme bestudeerd.    
4.1 Metaalaccumulatie  
De accumulatie van Cr(VI) en Cd in het organisme is geanalyseerd met behulp van ICP-AES. De 
individuen zijn 1, 2 of 3 weken blootgesteld aan 0, 5 of 10 µmol/L van elk element. Fig. 5 en 6 tonen 
de relatie van de geaccumuleerde massa van de elementen met de blootstellingsconcentratie en -
duur.   
 
Fig. 5: Cr(VI)-accumulatie in de platworm Schmidtea mediterranea (± S.E.). De waarden zijn gemeten na 1, 2 of 
3 weken blootstelling aan 0, 5 of 10 µmol/L, met behulp van ICP-AES. De inwendige Cr(VI)-concentratie, 
uitgedrukt in µg/g drooggewicht, is de gemiddelde waarde van 3 herhalingen/conditie (10 individuen/staal). 
(a): De statistische significantie is per blootstellingsduur voor elke concentratie berekend ten opzichte van de 
controle. (b): De statistische significantie is per blootstellingsconcentratie voor elk tijdstip berekend ten opzichte 
van het vorige tijdstip (2 weken -> 1 week; 3 weken -> 2 weken) (S.E.: standaardfout; ICP-AES: inductively 







Fig. 6: Cd-accumulatie in de platworm Schmidtea mediterranea (± S.E.). De waarden zijn gemeten na 1, 2 of 3 
weken blootstelling aan 0, 5 of 10 µmol/L, met behulp van ICP-AES. De inwendige Cd-concentratie, uitgedrukt in 
µg/g drooggewicht, is de gemiddelde waarde van 3 herhalingen/conditie (10 individuen/staal). (a): De 
statistische significantie is per blootstellingsduur voor elke concentratie berekend ten opzichte van de controle. 
(b): De statistische significantie is per blootstellingsconcentratie voor elk tijdstip berekend ten opzichte van het 
vorige tijdstip (2 weken -> 1 week; 3 weken -> 2 weken) (S.E.: standaardfout; ICP-AES: inductively coupled 
plasma atomic emission spectrometry; *: p-waarde < 0,1; **: p-waarde < 0,05; ***: p-waarde < 0,01) 
Uit de resultaten van de Cr(VI)-accumulatie (Fig. 5) blijkt dat S. mediterranea duidelijk Cr(VI) 
accumuleert. Wanneer de accumulatie vergeleken wordt na blootstelling aan 5 en 10 µmol/L Cr(VI) 
voor dezelfde tijdseenheid, blijkt deze beduidend hoger te zijn na blootstelling aan de hoogste 
concentratie (Fig. 5a). Bovendien is bij blootstelling aan 5 µmol/L Cr(VI) een toename in Cr(VI)-
accumulatie doorheen de tijd vast te stellen, na blootstelling aan 10 µmol/L is er wel een toename in 
accumulatie tussen 1 en 2 weken maar niet tussen 2 en 3 weken (Fig. 5b). 
Fig. 6 toont dat na blootstelling aan Cd eveneens accumulatie optreedt van het element in het 
organisme. Ook hier is de accumulatie per tijdseenheid hoger wanneer de blootstellingsconcentratie 
hoger is (Fig.6a). Bij blootstelling aan dezelfde concentratie is een stijging in Cd-accumulatie waar te 
nemen doorheen de tijd (Fig.6b). 
Als de twee elementen, Cr(VI) en Cd, met elkaar vergeleken worden, lijkt Cr(VI) per tijdseenheid iets 
sterker te accumuleren bij eenzelfde blootstellingsconcentratie (Fig. 5a, Fig. 6a)   
4.2 LC50-test 
In een LC50-test is de letaliteit van S. mediterranea bestudeerd nadat testindividuen zijn blootgesteld 
aan verschillende concentraties (0, 2, 5, 10, 15, 25, 50, 75 en 100 µmol/L Cr(VI)). De controle van het 
aantal individuen die nog in leven waren, gebeurde na 1, 2 en 3 dagen, en 1, 2 en 3 weken (paragraaf 






Fig. 7: De relatieve overleving van de platworm Schmidtea mediterranea na blootstelling aan verschillende 
concentraties van Cr(VI) (in µmol/L) per tijdseenheid. Aan elke concentratie zijn 15 individuen blootgesteld. De 
gebruikte concentraties zijn 0, 2, 5, 10, 15, 25, 50, 75 en 100 µmol/L Cr(VI).  
Door het toepassen van een probitanalyse in SAS zijn de LC50-waarden bekomen (tabel IV).  
Tabel IV: De LC50-waarden van Schmidtea mediterranea (in µmol/L Cr(VI)) met het overeenkomstige 95% 
betrouwbaarheidsinterval. Per concentratie zijn 15 individuen gebruikt, er zijn 9 verschillende concentraties (0, 
2, 5, 10, 15, 25, 50, 75 en 100 µmol/L Cr(VI)) getest. De regressie-analyse geeft het statistisch significante effect 










concentratie                  
( p-waarde) 
Dag 1 - - - 
Dag 2 99,3 85,6 – 127,6 < 0,0001 
Dag 3 53,0 45,7 – 60,5 < 0,0001 
Week 1 23,5 15,6 – 43,8 0,0009 
Week 2 19,1 16,7 – 22,1 < 0,0001 
Week 3 19,1 16,7 – 22,1 < 0,0001 
 
Deze waarden tonen aan dat de toxiciteit voor Cr(VI) toeneemt met de concentratie en de tijd. Uit de 
regressie-analyse blijkt dat er een correlatie is tussen de blootgestelde concentratie en de overleving 
van het organisme (p < 0,01) (tabel IV).  
Na 1 dag waren de testindividuen voor alle concentraties nog in leven. Hierdoor kon er geen LC50-
waarde bepaald worden voor dit tijdstip. Vanaf dag 2 konden deze wel bepaald worden. Na 1 week 
blootstelling bedraagt de LC50-waarde 23,5 µmol/L Cr(VI). Deze waarde daalt nog licht om vervolgens 
op 2 en 3 weken stabiel te blijven. Over de gehele duur van het experiment blijkt 10 µmol/L Cr(VI) de 
hoogste concentratie te zijn waarbij alle individuen overleven (Fig. 7). Een blootstelling aan 100 

































Fig. 8 is een grafische weergave van de LC50-waarde in functie van de blootstellingsduur. 
                                 
Fig 8: De LC50-waarden van Schmidtea mediterranea na blootstelling aan Cr(VI) (in µmol/L Cr(VI)) in functie van 
de blootstellingsduur. Aan elke concentratie zijn 15 individuen blootgesteld, er zijn 9 concentraties (0, 2, 5, 10, 
15, 25, 50, 75 en 100 µmol/L Cr(VI)) getest. 
Uit deze grafiek is af te leiden dat de concentraties van 5 en 10 µmol/L Cr(VI) ideale subletale 
concentraties zijn om het effect van Cr(VI) in het organisme verder te onderzoeken, zowel bij een 
korte als langere blootstellingsduur. Een concentratie van 20 µmol/L Cr(VI) is enkel subletaal op korte 
termijn (tot 3 dagen).     
4.3 Stamceldynamiek 
Met een histon H3 kleuring is onderzocht wat het effect is van Cr(VI) op de dynamiek van delende 
stamcellen van S. mediterranea. In experiment 1 zijn de organismen hiervoor blootgesteld aan 0, 5 
en 10 µmol/L Cr(VI) gedurende 1, 2 en 3 weken (8 individuen/conditie). In een tweede experiment 
zijn per conditie telkens 4 individuen blootgesteld aan 0, 10 en 20 µmol/L Cr(VI) gedurende 4 en 24 
uur, en aan 0, 5, 10 en 20 µmol/L Cr(VI) gedurende 2, 3 en 4 weken. De condities 5 µmol/L Cr(VI) na 3 
weken en 20 µmol/L Cr(VI) na 3 en 4 weken zijn niet meegenomen in het onderzoek (paragraaf 3.5). 
Fig. 9 toont de visualisatie van de delende stamcellen in S. mediterranea na kleuring van deze cellen 
met het anti-fosfo-histon H3 antilichaam. 
 
Fig. 9: Stamcellen van Schmidtea mediterranea in mitose. De kleuring is uitgevoerd met een anti-fosfo-histon H3 
antilichaam en gevisualiseerd met een fluorescentiemicroscoop. Enkele stamcellen zijn aangeduid met een 

































In Fig. 10 zijn de resultaten van experiment 1 in kolommen weergegeven.  
                               
Fig. 10: Het aantal delende stamcellen/mm
2 
in Schmidtea mediterranea, blootgesteld aan 0, 5 en 10 µmol/L 
Cr(VI) voor 1 en 3 weken (8 individuen/conditie) (± S.E.). De delende stamcellen zijn gevisualiseerd met een 
histon H3 kleuring. De statistische significantie is per tijdstip bepaald ten opzichte van de controle. (*: p-waarde 
< 0,1; **: p-waarde < 0,05; ***: p-waarde < 0,01; S.E.: standaardfout)  
De grafiek in Fig. 10 bevat geen resultaten van week 2 omdat de kleuring in de weefselpreparaten 
door een slechte bewaring verloren is gegaan. De overige resultaten in Fig. 10 tonen een stijging  in 
prolifererende stamcellen per mm2 tussen de controle en na blootstelling aan 10 µmol/L Cr(VI) voor 
3 weken. Voor de statistische analyse is in deze laatste conditie (10 µmol/L Cr(VI)/3 weken) slechts 
met 7 individuen rekening gehouden omdat het aantal prolifererende stamcellen per mm2 van 1 
individu onwaarschijnlijk laag was. In deze grafiek valt ook op dat het totaal aantal prolifererende 
stamcellen per mm2 beduidend hoger is voor alle condities na 1 week blootstelling in vergelijking met 
3 weken. Ook hier is de statistische analyse uitgevoerd met SAS v9.2 gebruikmakend van een 
parametrische éénwegs-ANOVA met Tukey’s test of een niet-parametrische éénwegs-ANOVA 
(Kruskal-Wallis) (paragraaf 3.4). Deze statistische analyse, waarbij het aantal prolifererende 
stamcellen per mm2 na 1 week vergeleken wordt met het aantal na 3 weken, terwijl de concentratie 
constant blijft, toont aan dat de verschillen per conditie (concentratie) allemaal significant zijn (p-
waarden: conditie controle: ***; conditie 5 µmol/L: ***; conditie 10 µmol/L: *). Deze gegevens zijn 
niet weergegeven in de grafiek. Een herhaling van dit experiment, om het resultaat te kunnen 
bevestigen, is echter niet uitgevoerd.    
De resultaten van experiment 2 zijn gebundeld in Fig. 11 en Fig. 12. 
                               
Fig. 11: Het aantal delende stamcellen/mm
2
 in Schmidtea mediterranea na blootstellingsconcentraties van 0, 10 





gebeurde door een histon H3 kleuring. Er zijn geen statistisch significante verschillen per tijdstip waargenomen 
in aantal delende stamcellen/mm
2 
ten opzichte van de controle. (S.E.: standaardfout)   
               
Fig. 12: Het aantal delende stamcellen/mm
2
 in Schmidtea mediterranea na blootstellingsconcentraties van 0, 5, 
10 en 20 µmol/L voor 2, 3 en 4 weken (4 individuen/conditie) (± S.E.). Visualisatie van de delende stamcellen 
gebeurde door een histon H3 kleuring. De statistische significantie is per tijdstip bepaald ten opzichte van de 
controle. (*: p-waarde < 0,1; **: p-waarde < 0,05; ***: p-waarde < 0,01; S.E.: standaardfout). 
Fig. 11 toont geen verschillen tussen de controle en na een korte blootstellingsduur aan 10 en 20 
µmol/L Cr(VI) (4 en 24 uur). Daarentegen is na een langere blootstellingsduur (Fig. 12) wel een 
toename in aantal delende stamcellen/mm2 waargenomen tussen de controle en na 2 weken 
blootstelling aan zowel 10 als 20 µmol/L Cr(VI). Bovendien is deze toename na 2 weken blootstelling 
groter bij blootstelling aan een hogere concentratie. Na 3 weken blootstelling is de stijging in 
prolifererende stamcellen per mm2 ten opzichte van de controle niet meer zichtbaar.  
4.4 Ultrastructurele effecten 
Met TEM is nagegaan of de stamcellen en de epidermiscellen van S. mediterranea ultrastructurele 
veranderingen vertonen na blootstelling aan 0, 5 en 10 µmol/L Cr(VI) gedurende 1, 2 en 3 weken. De 
stamcellen zijn geïdentificeerd op basis van de aanwezigheid van chromatoïd body’s (paragraaf 3.6). 
De epidermis is gelokaliseerd door haar ligging vlak boven de basale membraan en het daaronder 
gelegen spierweefsel (zie bijlage 2). In de stamcellen en de epidermale cellen is vooral aandacht 
geschonken aan de nucleus, mitochondria, het endoplasmatisch reticulum en ribosomen. 
De elektronenmicroscopische beelden van een onderzochte stamcel en een epidermale cel worden 










Fig. 13: Elektronenmicroscopische beelden van een stamcel (a, b) en een epidermale cel (c, d) in Schmidtea 
mediterranea. (a) en (c): Controlestalen na 2 weken (0 µmol/L Cr(VI)). (b): Stamcel na 2 weken blootstelling aan 
5 µmol/L Cr(VI). (d): Epidermale cel na 2 weken blootstelling aan 10 µmol/L Cr(VI); n, nucleus; cb, chromatoid 
body; m, mitochondrium; ER, endoplasmatisch reticulum; r, ribosomen; maatstreep, (a,b) 2 µm, (c) 0,82 µm, (d) 
1 µm (Philips EM 208S, CCD camera Morada). 
In vergelijking met de controle zijn er na blootstelling aan 5 en 10 µmol/L Cr(VI) geen ultrastructurele 
wijzigingen waargenomen in de stamcellen en de epidermiscellen (Fig. 13). De nucleus is normaal 
gevormd, het chromatine is normaal verdeeld over de kerninhoud, het membraan is niet gedilateerd 
of komt niet los van de kerninhoud. Het aantal mitochondriën is niet extreem hoog en bovendien is 
hun morfologie normaal. Het ER is niet gedilateerd en het aantal ribosomen is niet abnormaal 






5 Discussie  
De elementen Cr(VI) en Cd zijn beide toxische stoffen die schade kunnen toebrengen aan levende 
organismen door in te werken op moleculair niveau (Storch, 1988; Depledge, 1998). Meerdere 
onderzoekers hebben bovendien beschreven dat metalen wijzigingen in cellulaire ultrastructuren 
kunnen veroorzaken (Znidarsic, Strus & Drobne, 2003). Pawert en zijn team waren de eersten die 
primaire cellulaire effecten van metaalblootstelling gebruikten als merker om toxiciteit in het milieu 
vast te stellen (Pawert, Triebskorn, Gräff, Berkus, Schulz & Köhler, 1996). 
Stamcellen worden gedefinieerd als ongedifferentieerde cellen met de capaciteit tot proliferatie en 
zelfvernieuwing en tot het produceren van meer gespecialiseerde cellen  (paragraaf 2.2.1). Door deze 
eigenschappen dragen ze bij tot weefselhomeostase en regeneratie in organismen (Iglesias-
Bartolome & Gutkind, 2011; paragraaf 2.2.3). Voor de strikte regulering van de balans tussen 
zelfvernieuwing, proliferatie en terminale differentiatie beschikken stamcellen over een 
beschermingsmechanisme, namelijk bepaalde signaalpathways, welke het lot van deze cellen bepaalt 
en resulteert in celdifferentiatie, celdood of celveroudering (Iglesias-Bartolome & Gutkind, 2011). Zo 
kan het organisme zich onder andere beschermen tegen het ontstaan van tumoren.  
Maar wat zijn de effecten van deze carcinogene elementen op stamcellen? Kunnen deze stoffen de 
normale werking van stamcellen beïnvloeden? In de literatuur zijn over dit onderwerp, met S. 
mediterranea als modelorganisme, vooralsnog maar een paar artikels verschenen (Deluyker, 2012; 
Plusquin et al., 2012a; Stevens, 2010; Van Roten, 2009). In tegenstelling tot het vele onderzoek dat 
reeds uitgevoerd is op humane bronchiale cellen en op andere vertebraten, e.g. bij vissen, om de 
biochemische en genotoxische effecten van Cr(VI)-blootstelling op te helderen, is nog maar weinig 
onderzoek gedaan met invertebraten (Myers, Antholine & Myers, 2011; Vijayavel et al., 2007; 
Triebskorn et al., 2008). Deze laatste hadden vooral betrekking op de gevoeligheid van het 
organisme, gedrags- en groeiveranderingen, reproductie, en genotoxiciteit.  
Dit afstudeerverslag bevat de rapportage van enkele experimenten die tot doel hebben mogelijke 
effecten van Cr(VI) op de stamcellen van S. mediterranea bloot te leggen op cellulair niveau. 
Eveneens is er een vergelijking gemaakt met de effecten op de stamcellen van dit organisme 
veroorzaakt door Cd, welke resultaten verkregen zijn uit vroeger onderzoek bij de onderzoeksgroep 
Dierkunde: Biodiversiteit en Toxicologie (CMK). Mogelijke effecten kunnen dan in een later stadium 
gerichter onderzocht worden op moleculair niveau.      
5.1 Algemeen oriënterend onderzoek 
5.1.1 Metaalaccumulatie 
Enkel wanneer de elementen Cr(VI) en Cd in het organisme worden opgenomen en opgestapeld, dus 
wanneer sprake is van interne blootstelling, kunnen ze hun potentieel toxisch effect uitoefenen. 
Omdat bioaccumulatie van een element afhankelijk is van de aard van het element en de specifieke 
eigenschappen van het soort organisme, is het aangewezen eerst te bepalen of de elementen Cr(VI) 
en Cd wel degelijk accumuleren in het lichaam van S. mediterranea (Luoma & Rainbow, 2005). 
Metaalaccumulatie in aquatische planaria is het resultaat van de sommatie van de absorptie (via de 
epidermis en de farynx) en excretie van Cr(VI) en Cd (Luoma & Rainbow, 2005). Uit het in dit 
onderzoek uitgevoerde metaalaccumulatie-experiment komt naar voor dat zowel Cr(VI) als Cd 
accumuleren in de worm. Dit duidt op een inadequate eliminatie van deze elementen door S. 
mediterranea. Hierdoor mag er ook van uitgegaan worden dat effecten die vastgesteld worden na 





organisme en daar cellulaire effecten kunnen teweegbrengen. Terwijl voor Cd de inwendige 
concentratie stijgt met een toename van de metaalconcentratie in het medium en met de 
blootstellingsduur, is de toename van Cr(VI)-accumulatie niet meer significant bij blootstelling aan 10 
µmol/L tussen 2 en 3 weken (Fig. 5b). Dit zou erop kunnen wijzen dat de opname van Cr(VI) zijn 
limiet bereikt heeft omdat deze algemeen al hoger ligt dan de accumulatie van Cd bij blootstelling 
aan 5 µmol/L op 1, 2 en 3 weken en aan 10 µmol/L op 1 en 2 weken. Plusquin et al. (2012a) heeft 
reeds aangetoond dat Cd-accumulatie optreedt in het organisme en dat er een positieve correlatie is 
tussen de hoeveelheid opgenomen massa en de blootstellingsconcentratie en -duur. Wanneer de 
accumulatie van Cr(VI) en Cd met elkaar vergeleken wordt, lijkt Cr(VI) per tijdseenheid sterker te 
accumuleren bij blootstelling aan eenzelfde concentratie (Fig.5a en Fig. 5b). Een mogelijke oorzaak 
voor deze bevindingen zou kunnen zijn dat beide elementen op een verschillende manier worden 
opgenomen in de cel doordat ze zouden gebruik maken van verschillende transportkanalen. Ook zou 
het verschillend detoxificatieproces voor beide elementen een rol kunnen spelen. Door de omzetting 
in de cel van Cr(VI) naar Cr(III) worden op een directe manier ROS geproduceerd die oxidatieve stress 
kunnen veroorzaken (paragraaf 2.1.2). Daarentegen zou Cd in eerste instantie vooral complexen 
vormen met verbindingen met een thiolgroep, waarvan een reserve aanwezig is in bijvoorbeeld 
enzymen en andere proteïnen. Door depletie van deze actieve antioxidanten worden dan ROS 
geproduceerd die oxidatieve stress kunnen veroorzaken (paragraaf 2.1.3). Dit zou kunnen verklaren 
waarom er na Cr(VI)-blootstelling op 3 weken een stagnatie zou plaatsvinden in accumulatie. De 
negatieve effecten van deze oxidatieve stress zouden zich hier sneller kunnen manifesteren, 
bijvoorbeeld door een snellere aantasting van de membraanstructuren waardoor de 
transportkanalen worden aangetast.  
5.1.2 Letaliteit 
Om meer inzicht te verwerven in de toxiciteit van een stof is het belangrijk dat de concentratie 
waaraan het modelorganisme wordt blootgesteld niet acuut dodelijk is. Door de acute dood van het 
individu zouden mogelijke effecten namelijk niet tot ontwikkeling kunnen komen. Door middel van 
een LC50-test kunnen zinvolle subletale concentraties bepaald worden.   
Tabel V geeft een vergelijking van de LC50-waarden van Cr(VI) uit dit onderzoek met de LC50-waarden 
van Cr(VI) en Cd uit vroeger uitgevoerd onderzoek door de onderzoeksgroep Dierkunde: 
Biodiversiteit en Toxicologie (CMK). 
Tabel V: Vergelijking van de LC50-waarden (in µmol/L) van Cr(VI) en Cd voor de platworm Schmidtea 
mediterranea uit dit en vroeger uitgevoerd onderzoek in het CMK, onderzoeksgroep Dierkunde: Biodiversiteit en 
Toxicologie, met het 95% betrouwbaarheidsinterval voor de  LC50-waarden uit dit onderzoek. 
LC50-waarden (µmol/L) 1 week 2 weken 3 weken 
Cr(VI) (+ 95% betrouwbaarheidsinterval):  
15 individuen/conditie;  
9 concentraties; dit onderzoek 
23,5 
(15,6 – 43,8) 
19,1 
(16,7 – 22,1) 
19,1 
(16,7 – 22,1) 
Cr(VI):  
20 individuen/conditie; 10 concentraties;  





20 individuen/conditie; 10 concentraties;  
3 experimenten; Van Roten et al., 2010 






Uit deze vergelijking komt naar voor dat de in dit onderzoek bekomen waarden voor Cr(VI) 
grotendeels overeenstemmen met deze die werden bepaald in het vroeger onderzoek (Van Roten et 
al., 2010). De waarden uit dit vroeger onderzoek vallen namelijk alledrie binnen de 95% 
betrouwbaarheidsintervallen van de waarden van het hier uitgevoerde onderzoek. Het valt op dat 
vanaf 2 weken de LC50-waarde voor Cr(VI) stabiliseert rond 19 µmol/L. Wanneer LC50-waarden 
worden bepaald in verschillende experimenten, maar wel voor eenzelfde toxische stof in hetzelfde 
organisme, zijn toch aanzienlijke verschillen in LC50-waarde mogelijk. Deze zouden kunnen te wijten 
zijn aan het aantal gebruikte individuen per conditie, het aantal en de sterkte van de gebruikte 
concentraties en het aantal experimenten die in rekening zijn gebracht om de LC50-waarde te 
bepalen. Ook biologische aspecten, zoals staalname in een verschillend seizoen, mate van 
regeneratie of reacties van de individuen op wijzigingen in het gebruikte water (pH, hardheid, …), en 
de technische uitvoering kunnen licht variëren. De eerder bepaalde LC50-waarden voor Cd na 1 en 2 
weken blootstelling zijn beduidend hoger dan deze voor Cr(VI) (tabel V). Dit kan wijzen op een groter 
toxisch effect van Cr(VI) op S. mediterranea na 1 en 2 weken blootstelling ten opzichte van Cd. Na 3 
weken zou de toxiciteit van Cr(VI) en Cd met elkaar vergelijkbaar zijn. Met andere woorden, op 
kortere termijn zijn deze planaria beter bestand tegen Cd dan tegen Cr(VI), maar op lange termijn 
blijken ongeveer dezelfde concentraties even letaal te zijn. Dit zou kunnen wijzen op het verschillend 
inwerken van de elementen op het organisme. Zoals is beschreven in de vorige paragraaf gaat het 
veroorzaken van oxidatieve stress door Cr(VI) misschien sneller van start en is het hoger dan bij Cd 
omdat deze voor Cr(VI) op een directe manier gebeurt (paragraaf 2.1.2). Hierdoor zou het toxisch 
effect van de oxidatieve stress ook vlugger waar te nemen zijn. Omdat Cd eerst bindt met MT, GSH 
en andere verbindingen met een thiolgroep, waarvan er in eerste instantie een reserve is, zou het 
verwekken van oxidatieve stress hier in een later stadium tot uiting kunnen komen. Dit zou kunnen 
verklaren waarom de toxiciteit van beide elementen vanaf 3 weken ongeveer gelijk is.     
Hierbij rijst de vraag of de waargenomen verschillen tussen Cr(VI) en Cd een gevolg zijn van de 
eigenschappen van deze elementen, namelijk “Zijn de gevonden verschillen in effect(en) van Cr(VI) 
en Cd extrapoleerbaar naar andere organismen?”. Of gelden de waargenomen verschillen tussen de 
elementen enkel voor S. mediterranea?  
Uit deze tabel en Fig. 8 is eveneens af te leiden dat 5 en 10 µmol/L ideale subletale concentraties zijn 
voor zowel Cr(VI) als Cd voor blootstelling van het organisme op korte en langere termijn. Dit maakt 
het mogelijk om beide elementen met elkaar te vergelijken. De concentratie van 20 µmol/L is enkel 
bruikbaar als testconcentratie op korte termijn (tot 3 dagen) (Fig. 7 en 8). Toch is het interessant om 
deze concentratie te onderzoeken op een langere termijn om het mogelijke effect te zien op de 
stamcelproliferatie juist voordat het organisme sterft.  
De LC50-waarden van Cr(VI) voor S. mediterranea die in dit onderzoek zijn bekomen, liggen ook in de 
lijn van LC50-waarden van andere aquatische invertebraten uit eerder wetenschappelijk onderzoek. 
Zo is de LC50-waarde van Cr(VI) voor de platworm na 2 en 3 dagen respectievelijk 5,17 mg/L (99,3 
µmol/L) en 2,756 mg/L (53 µmol/L) terwijl deze voor het bentische roeipootkreeftje Tisbe biminiensis 
na 2 en 3 dagen 7,51 en 4,68 mg/L zijn (tabel IV, paragraaf 4.2; Araújo-Castro, Souza-Santos, Torreiro 
& Garcia, 2009). Het vlokreeftje Tiburonella viscana had in een studie van Melo & Nipper (2007) na 2 
dagen een LC50-waarde van 5,85 mg/L. Algemeen kan gesteld worden dat de mate van gevoeligheid 
voor Cr(VI) in sterke mate afhangt van het soort organisme dat wordt blootgesteld (Araújo-Castro et 
al., 2009). In de literatuur zijn geen gegevens gevonden over de gevoeligheid van Tisbe biminiensis en 
Tiburonella viscana na blootstelling aan Cd waardoor er geen vergelijking kan gemaakt worden 






Het lot van een stamcel wordt nauwkeurig geregeld door de overdracht van signalen, zowel binnen 
de cel als tussen de cellen onderling (Iglesias-Bartolome & Gutkind, 2011). Factoren die deze 
signaalwerking verstoren kunnen bijgevolg de optimale activiteit van de stamcel dwarsbomen. 
Elementen die deze eigenschappen hebben, kunnen op die manier verschillende functies in de cel 
beïnvloeden, e.g. de proliferatie, apoptose, differentiatie en celtransformatie (Schaeffer & Weber, 
1999; Gibson, Widmann & Johnson, 1999). Dit gebeurt door rechtstreeks in te werken op de 
proteïnen of onrechtstreeks door de vorming van metaal-geïnduceerde ROS. Zo wordt de 
gentranscriptie en de expressie en activatie van meerdere signaleringsproteïnen beïnvloed, 
bijvoorbeeld van groeifactorreceptoren, MAPK proteïnen (mitogen activated protein kinase) en 
nucleaire transcriptiefactoren (Harris & Shi, 2003). Zowel Cr(VI) als Cd blijken over deze 
eigenschappen te beschikken. Een mogelijke hypothese zou kunnen zijn dat het optreden van 
wijzigingen in stamcelproliferatie na blootstelling aan beide elementen een teken is van hun toxische 
inwerking op verschillende componenten van de signaaltransductie in de stamcellen van S. 
mediterranea.      
De in dit onderzoek gevonden stijging in het aantal delende stamcellen per mm2 na Cr(VI)-
blootstelling (na 2 weken aan 10 en 20 µmol/L, en na 3 weken aan 10 µmol/L) kan wijzen op het 
teweegbrengen van bepaalde fysiologische en moleculaire mechanismen in het organisme. In eerder 
onderzoek met Cd in dezelfde diersoort is eveneens een stijging in aantal prolifererende stamcellen 
per mm2 geobserveerd (Plusquin et al., 2012a). Twee weken blootstelling aan 10 µmol/L Cd 
veroorzaakte een stijging ten opzichte van de controle. Na 3 weken was er nog een toename in 
aantal delende stamcellen per mm2 bij lagere concentraties, maar was reeds een daling waar te 
nemen bij 10 µmol/L Cd (Plusquin et al., 2012a). In een studie waar tegelijk Cr(VI) en Cd zijn getest op 
dit organisme kwam naar voor dat na 2 weken blootstelling aan 10 µmol/L Cd een stijging optrad 
terwijl er bij 10 µmol/L Cr(VI) wel een stijging leek te zijn, doch deze was niet significant. Na 3 weken 
was de waargenomen stijging voor 20 µmol/L Cr(VI) wel significant (persoonlijke communicatie met 
Dra. Andromeda Van Roten). Alhoewel deze onderzoeken naar stamceldynamiek aantonen dat er 
een reactie is van de stamcellen na blootstelling aan bepaalde concentraties voor een bepaalde duur, 
rijst de vraag of deze respons ongecontroleerd of gecontroleerd verloopt. De observatie dat het 
effect verdwijnt na 4, en soms na 3 weken, zou kunnen wijzen op een gecontroleerd 
herstelmechanisme. Dit zou dan duiden op de grote plasticiteit van het organisme zoals ook werd 
geconcludeerd na Cd-blootstelling door Plusquin et al. (2012a). Een toename in stamcelproliferatie 
zou het gevolg kunnen zijn van het toebrengen van schade in de stamcellen tengevolge van de 
oxidatieve stress die kan veroorzaakt worden door de productie van ROS die door het element 
worden geïnduceerd. Deze oxidatieve stress zou, zoals geconcludeerd werd door Stevens (2010) voor 
Cd, ook kunnen zorgen voor schade in reeds gedifferentieerde cellen van het organisme, wat het 
optreden van apoptose kan doen toenemen. Hierop kan het herstelmechanisme van het organisme 
geactiveerd worden waardoor een tijdelijke toename in stamcelproliferatie optreedt om het aantal 
cellen te herstellen (Stevens, 2010). Het optreden van ultrastructurele schade in de cel na 
blootstelling aan deze elementen zou kunnen vastgesteld worden door elektronenmicroscopisch 
onderzoek. Omdat in het EM-onderzoek (paragraaf 4.4) geen veranderingen zijn waargenomen in de 
stamcellen en de epidermiscellen, is met deze gegevens niet te concluderen of in deze cellen al dan 
niet iets is veranderd door het mogelijk optreden van oxidatieve stress na metaalblootstelling. Om 
hierin meer klaarheid te brengen, is bijkomend EM-onderzoek op gedifferentieerde cellen, andere 





Zoals beschreven is in vorige alinea blijkt uit een vergelijking van de resultaten van 2 verschillende 
experimenten dat voor beide elementen een stijging in stamcelproliferatie waar te nemen is na 2 
weken blootstelling aan 10 µmol/L. In een ander experiment waarin beide elementen zijn gebruikt, is 
er wel een toename in stamcelproliferatie bij 10 µmol/L Cd na 2 weken maar voor Cr(VI) treedt deze 
pas op na 3 weken blootstelling aan 20 µmol/L. Deze bevindingen laten vermoeden dat de 
veroorzaakte moleculaire mechanismen toch wel, zei het gedeeltelijk, verschillend van aard zijn, wat 
zou kunnen veroorzaakt worden door de verschillende chemische eigenschappen van de 2 
elementen. Het is ook mogelijk dat het organisme gebruik maakt van verschillende 
detoxificatieprocessen voor Cr(VI) en Cd door hun verschil in chemische eigenschappen. Het feit dat 
het aantal prolifererende stamcellen toeneemt met de tijd en de Cr(VI)-concentratie tot 2-3 weken 
en dan daalt, zou verklaard kunnen worden door het het feit dat de schade hersteld is of door het 
beginnen falen van deze processen na 3 weken blootstelling. De door Cr(VI) geproduceerde ROS 
zouden de gentranscriptie, -expressie en -activatie kunnen verstoren waardoor fouten optreden in 
de signalering van de stamcel (De Flora & Wetterhahn, 1989; Harris & Shi, 2003). Cd zou, naast de 
productie van ROS, de stabiliteit van het genoom nog extra kunnen beïnvloeden door inhibitie van 
DNA-herstelsystemen en inhibitie van de activiteit van cellulaire antioxidanten, e.g. GSH, doordat Cd 
zich vasthecht aan de hierin aanwezige thiolgroepen (Bertin & Averbeck, 2006). Ook daarom dringt 
moleculair onderzoek naar genexpressie en enzymatische activiteit zich op.   
Opmerkelijk is bovendien dat in dit onderzoek na 1 week blootstelling aan Cr(VI) het aantal delende 
stamcellen per mm2 voor alle blootstellingscondities ruim hoger is dan na 3 weken (Fig. 11). Dit zou 
erop kunnen wijzen dat de regeneratie van het organisme nog bezig is na 1 week. Het is namelijk 7 
dagen voor de start van de blootstelling gesneden. De daaropvolgende terugval in het aantal delende 
stamcellen per mm2 zou dan kunnen verklaard worden door het feit dat de regeneratieperiode, die 
normaal  ‘ongeveer‘ 1 week duurt, nu wel voltooid is, waardoor er voor het organisme geen 
noodzaak meer is om nieuwe cellen aan te maken voor nieuw weefsel. Een ander onderzoek 
vergeleek de stamceldynamiek van regenererende en intacte wormen die aan dezelfde Cr(VI)-
concentratie werden blootgesteld per tijdseenheid (Deluyker, 2012). Hieruit kon geconcludeerd 
worden dat de stijging in aantal delende stamcellen per mm2 in regenererende wormen al na 1 week 
optrad en na 2 weken al afnam terwijl de stijging bij intacte wormen zich pas na 2 weken 
manifesteerde (Deluyker, 2012). De snelle reactie van de regenererende organismen zou dan kunnen 
verklaard worden door het feit dat de herstellende mechanismen hier nog bezig zijn door de 
regeneratie waardoor de schade veroorzaakt door Cr(VI) ook sneller wordt hersteld. Bijkomend 
onderzoek heeft aangetoond dat Cr(VI) geen effect heeft op de regeneratiecapaciteit van de worm 
zelf (persoonlijke communicatie met Dra. Andromeda Van Roten).   
Om meer inzicht te verwerven in het mechanisme dat deze stamcelproliferatie stuurt en om te 
achterhalen wat het effect van Cr(VI) is op de stamcellen, is bijkomend onderzoek nodig op 
moleculair niveau (zie paragraaf 6 voor aanbevelingen). Op ultrastructureel niveau zou, naast het 
bestuderen van de stamcelpopulatie en de epidermiscellen, kunnen gekeken worden of er een 
verhoogde apoptose/necrose is waar te nemen in andere gedifferentieerde cellen dan de 
epidermiscellen. Dit zou eventueel de stamcelproliferatie kunnen uitlokken (zie paragraaf 5.3). 
5.3 Ultrastructurele effecten 
Elektronenmicroscopie is een beproefde diagnostische methode om cellulaire veranderingen in 
invertebraten te bestuderen (Triebskorn et al., 2008). EM-onderzoek naar effecten van Cr(VI) op 





is een eerste onderzoek. In ons onderzoek, waarbij wormen zijn blootgesteld aan 0, 5 en 10 µmol/L 
Cr(VI) voor 1, 2 of 3 weken, zijn geen ultrastructurele wijzigingen waargenomen in de stam- en 
epidermiscellen in vergelijking met controlestalen. Dit is afwijkend van onderzoek op andere soorten.  
In de nucleus is gekeken naar mogelijke verschrompeling en chromatinecondensatie, twee tekenen 
van apoptose die elektronenmicroscopisch kunnen geobserveerd worden (Koolman & Roehm, 2005; 
Bertin & Averbeck, 2006; Pellettieri et al., 2010). Deze symptomen zijn na Cr(VI)-blootstelling 
beschreven in de zoetwatervis Channa punctatus, in regenboogforel en in zebravissen (Mishra & 
Mohanty, 2009; Roberts & Oris, 2004; Domingues, Oliveira, Lourenço, Grisolia, Mendo & Soares, 
2010). 
Eerder TEM-onderzoek naar het effect van 10 µmol/L Cd na 1, 2 en 3 weken op de epidermis- en 
stamcellen van S. mediterranea onthulden eveneens geen nucleaire wijzigingen (Plusquin et al., 
2012a). Dit resultaat is niet in overeenstemming met de onregelmatigheden en chromatineklontering 
die geobserveerd werden in celkernen van een insectencellijn, in ratten en in andere zoogdiercellen 
na blootstelling aan Cd (Braeckman, Brys, Rzeznik & Raes, 1999; Hirano, Ueda, Kawahara & Fujimoto, 
1991; Watjen, Cox, Biagioli & Beyersmann, 2002). 
Ook in de mitochondriën zijn in de hier beschreven EM-studie, evenals in de Cd-studies van de 
onderzoeksgroep Dierkunde: Biodiversiteit en Toxicologie, geen veranderingen waargenomen, niet in 
aantal en niet in morfologie (Plusquin et al., 2012a). Door Stohs & Baghi (1995) worden deze 
organellen wel aangewezen als belangrijke doelstructuren van stress veroorzaakt door metalen. 
Cr(VI) is een redox-actief element dat, eenmaal in de cel, op een directe manier oxidatieve stress kan 
induceren door ROS-productie (paragraaf 2.1.2) (Stohs & Bagchi, 1995; Cuypers et al., 2010). Dit 
proces treedt overwegend op in mitochondriën, de zuurstofverwerkers en energieproducenten in de 
cel (Lodish et al., 2008d). De verhoogde ROS-concentraties kunnen lipideperoxidatie veroorzaken, 
wat leidt tot mitochondriale dysfunctie met het scheuren van het membraan en een verlies van de 
cellulaire functies (Vijayavel et al., 2007). Cd induceert eveneens oxidatieve stress door ROS-
productie, zei het op een indirecte manier (paragraaf 2.1.3). Daarenboven kan Cd op een directe 
manier de membraanfunctie verstoren door zijn grote affiniteit voor thiol-groepen die ondermeer 
voorkomen in het aminozuur cysteïne, een onderdeel van het membraan (Vairavamurthy et al., 
2000). 
Een aantal toxicologische studies over Cr(VI)-blootstelling beschrijven mitochondriale schade in forel, 
inhibitie van zuurstofverbruik en ATPase activiteit in de groene mossel Perna viridis, en de selectieve 
invloed van redox-stress in een humane bronchiale epitheliale cellijn (Arillo & Melodia, 1988; 
Vijayavel et al., 2007; Myers et al., 2011). Gedilateerde, samengedrukte of vernietigde mitochondriën 
zijn na Cd-blootstelling waargenomen in een insectencellijn, in darmkanaalcellen in collembola 
(springstaarten), en in een muiscellijn (Braeckman et al., 1999; Pawert et al., 1996; Kawahara, 
Takashima, Nakamura & Yamagami, 1975).  
Het ER is een netwerk van interne membranen die met elkaar zijn verbonden en die bovendien een 
verbinding vormen met de buitenste membraan van de kernenvelop. Het bestaat uit glad (SER: 
smooth endoplasmic reticulum) en ruw endoplasmatisch reticulum (RER). Op de RER-membranen 
gebeurt de proteïnesynthese door ribosomen die met het membraan verbonden zijn. Op het 
membraan van het SER, waar geen ribosomen aan vastzitten, vindt de lipidesynthese plaats (Lodish 
et al., 2008h). Op al deze membranen kunnen Cr(VI) en Cd dezelfde toxische effecten uitoefenen als 





Kumar & Collins, 1999). Daarnaast kunnen deze elementen de structuur van nieuw gesynthetiseerde 
proteïnen in het RER-lumen beïnvloeden door hun interactie met de thiolgroepen, waardoor het 
onmogelijk is voor deze proteïnen om in een stabiele structuur te plooien. De accumulatie van niet-
gevouwen en verkeerd gevouwen proteïnen in het RER-lumen activeert een extra productie van 
speciale proteïnen (i.e. stressgerelateerde enzymen) die nodig zijn om foutieve proteïnen te 
verwijderen of te verplaatsen (Lodish et al.,2008e). Dit kan in TEM gevisualiseerd worden door 
gedilateerd RER en een stijging in het aantal vrije ribosomen in het cytoplasma, wat een teken is van 
een verhoogde proteïnesynthese. 
In deze studie met Cr(VI) zijn in de stam- en epidermiscellen geen wijzigingen in het ER of in aantal 
vrije ribosomen geobserveerd. Ook door Plusquin en haar medewerkers (2012a) werden geen 
veranderingen aangetroffen na blootstelling aan 10 µmol/L Cd, zowel in de epidermis- als in de 
stamcellen. Een gedilateerd en vesikelvormend RER is in verschillende invertebraatsoorten 
beschreven na blootstelling aan Cd, met name in een insectencellijn, springstaarten en in de gewone 
pissebed (Braeckman et al.,1999; Pawert et al., 1996; Znidarsic et al., 2003). Enkel Braeckman en zijn 
medeonderzoekers (1999) maakten na Cd-blootstelling gewag van een stijging in vrije ribosomen in 
een insectencellijn.  
Alhoewel Cr(VI) meer toxisch lijkt dan Cd voor dezelfde blootstellingstermijn tot 2 weken (zie tabel 
V), zijn voor beide elementen geen ultrastructurele veranderingen waar te nemen in de epidermis- 
en stamcellen (paragraaf 4.4; Plusquin et al., 2012a). Omdat blootstelling aan hogere concentraties al 
snel letaal wordt voor het hier bestudeerde organisme zou het ontbreken van ultrastructurele 
wijzigingen kunnen wijzen op een uitstekend verdedigingssysteem van de stamcellen van S. 
mediterranea ten opzichte van de stamcellen van andere organismen. Blijkbaar bezitten de 
stamcellen van S. mediterranea een ruime herstelcapaciteit en leiden eventuele moleculaire effecten 
niet noodzakelijk tot ultrastructurele veranderingen, zoals geconcludeerd werd door Plusquin et al. 
(2012a) voor Cd (paragraaf 5.2). Een andere mogelijke verklaring is dat in het uitgevoerde 
elektronenmicroscopisch onderzoek enkel weefselpreparaten zijn bestudeerd die blootgesteld zijn 
aan Cr(VI) gedurende 1, 2 en 3 weken, terwijl de ultrastructurele veranderingen zich misschien 
hebben voorgedaan tijdens de eerste dagen van blootstelling en reeds hersteld zijn. Ook dit zou 
kunnen wijzen op de grote plasticiteit van het dier. Of misschien treden er, zoals aangehaald is in 
vorige paragraaf, wel ultrastructurele veranderingen op in reeds gedifferentieerde cellen, met name 
in andere dan de epidermiscellen. EM-onderzoek van deze cellen zou hierover uitsluitsel kunnen 
geven. Algemeen zou kwantificatie van de mate van apoptose zeer interessant zijn en meer 
duidelijkheid kunnen brengen. Dit kan gebeuren met een onderzoek op moleculair niveau door het 
bepalen van de activiteit van apoptose-gerelateerde enzymen, bijvoorbeeld van caspasen. Een 
andere oorzaak van het niet waarnemen van veranderingen op ultrastructureel niveau zou het 
optreden kunnen zijn van artefacten in de weefselpreparaten ten gevolge van de gebruikte 
fixatietechniek. Vooral membraanstructuren zijn zeer gevoelig voor dehydratatie waardoor ze 
gemakkelijk scheuren (Mescher, 2010). Dit zou opgelost kunnen worden door een andere 
fixatietechniek te gebruiken bij het maken van de EM-preparaten, bijvoorbeeld bij cryosubstitutie 
(paragraaf 6.2)  
Toch dient opgemerkt te worden dat wanneer de effecten van Cr(VI) en Cd in S. mediterranea 
vergeleken worden met de effecten in andere soorten, de verschillen tussen de soorten zelf mee in 
rekening moeten gebracht worden. In vertebraten zijn deze metalen carcinogeen, terwijl in 
invertebraten, waaronder de planaria, neoplasia (i.e. celproliferatie die bijkomend weefsel 





Lawrence, 2008). Hoewel effecten in planaria lijken op deze in zoogdieren, kunnen deze gezwellen 
verschijnen, ontwikkelen en verdwijnen in ongeveer 48 uur door dood of fragmentatie van het dier 
(Tehseen, Hansen, Schaeffer & Reynolds, 1992; Hall, Morita & Best, 1986). Daardoor worden 
onderliggende moleculaire mechanismen belangrijker in onderzoek naar mogelijke effecten van deze 





6 Conclusie en aanbevelingen  
6.1 Conclusie 
Welke invloed heeft het carcinogene element Cr(VI) op de stamcellen van de platworm S. 
mediterranea? En hoe gedraagt Cr(VI) zich in het organisme in vergelijking met Cd? In dit 
afstudeeronderzoek werden een aantal tests uitgevoerd waarvan de resultaten richtinggevend zijn 
voor het uitvoeren van experimenten op moleculair niveau .  
Uit deze onderzoeken kwam naar voor dat Cr(VI) en Cd opgenomen en geaccumuleerd worden in het 
organisme na blootstelling en dat deze accumulatie significant is. Terwijl voor Cd de accumulatie 
positief gecorreleerd is met de concentratie en duur van blootstelling, is er bij Cr(VI)-blootstelling aan 
10 µmol/L gedurende 3 weken geen significante toename meer in accumulatie. Deze waarneming 
zou kunnen betekenen dat de Cr(VI)-accumulatie zijn limiet heeft bereikt. De accumulatie van Cr(VI) 
lag algemeen al iets hoger dan deze van Cd in de andere condities met lagere concentratie en met 
dezelfde concentratie bij een kortere duur.  
De LC50-test van Cr(VI) toont aan dat de relatie tussen concentratie en letaliteit significant is. Hoe 
hoger de concentratie is, hoe sneller de dood optreedt. Wel stabiliseert de LC50-waarde na 2 weken 
rond 19 µmol/L Cr(VI). Het vergelijken van de LC50-waarden van Cr(VI) met deze van Cd toont een 
hogere waarde voor Cd na 1 en 2 weken blootstelling aan dezelfde concentraties, na 3 weken is de 
letaliteit van Cr(VI) en Cd vergelijkbaar. Dit wijst op een grotere toxiciteit van Cr(VI) voor S. 
mediterranea op korte termijn. De concentraties 5 en 10 µmol/L zijn voor beide elementen goede 
subletale concentraties om mogelijke effecten op het organisme te bestuderen in specifieke 
onderzoeken op korte en langere termijn. 
Na blootstelling van S. mediterranea aan Cr(VI) en Cd treedt in bepaalde condities een stijging op in 
aantal delende stamcellen per mm2. De condities waarin dit wordt waargenomen, zijn voor beide 
elementen soms gelijk (2 weken aan 10 µmol/L) en soms verschillend (2 weken aan 20 µmol/L Cr(VI), 
3 weken aan 10 en 20 µmol/L Cr(VI), afhankelijk van het uitgevoerde experiment. Ultrastructureel 
zijn in de stam- en epidermiscellen van S. mediterranea geen wijzingen geobserveerd, niet na Cr(VI)- 
en niet na Cd-blootstelling, waar op cellulair niveau wel stamceldynamische verschillen zijn 
vastgesteld. 
Het verschil in accumulatie tussen Cr(VI) en Cd zou onder meer kunnen te wijten zijn aan het feit dat 
beide elementen worden opgenomen via verschillende transportkanalen en/of dat ze gebruik maken 
van verschillende detoxicificatieprocessen. De verschillen in de resultaten van de letaliteitstest en de 
stamceldynamiek van Cr(VI) en Cd kunnen erop wijzen dat deze elementen allebei, eventueel 
gedeeltelijk, andere effecten teweegbrengen in het organisme, bijvoorbeeld door hun verschil in 
opname of dat het organisme ook hier voor beide elementen verschillende detoxificatieprocessen 
aanwendt omdat deze elementen verschillende chemische eigenschappen hebben. De observatie dat 
de verhoogde stamceldynamiek na 3 – 4 weken terug daalt tot een normaal niveau kan wijzen op het 
bestaan van een gecontroleerd herstelmechanisme, wat zou duiden op een grote plasticiteit van de 
worm. Bijkomend onderzoek op moleculair niveau is nodig om over deze werkingsmechanismen 
meer klaarheid te krijgen. Dit is des te meer aangewezen omdat op ultrastructureel niveau geen 
verschillen zijn waargenomen in de stamcellen na Cr(VI)- en Cd-blootstelling terwijl met een 
stamcelkleuring toch een verandering in aantal delende stamcellen per mm2 is gevisualiseerd. Deze 
afwezigheid van ultrastructurele veranderingen zou kunnen betekenen dat de stamcellen van S. 






Om meer inzicht te verwerven in de processen die verantwoordelijk zijn voor de verhoogde 
stamcelproliferatie in de platworm S. mediterranea na blootstelling aan Cr(VI)-stress is het 
aangewezen onderzoek te verrichten op moleculair niveau. Zowel de genomica als de proteomica 
zijn hiervoor belangrijke hulpmiddelen. Via genexpressie-onderzoek (microarray’s) kan gezocht 
worden naar welke genen tijdens een bepaalde conditie actief zijn. Door gebruik te maken van RNAi  
(RNA-interferentie) (RNA: ribonucleïnezuur) kunnen bepaalde genen uitgeschakeld worden, 
waardoor hun functie te achterhalen is. Vooral de genen die verantwoordelijk zijn voor antioxidatie, 
apoptose, signaaloverdracht, stressregulering en de celcyclus zijn hier interessant. Maar het is ook 
zeker nodig om te bepalen welke proteïnen in een bepaalde conditie in het organisme aanwezig zijn 
en in welke concentratie omdat dit een momentopname is. Met 2-dimensionele gelelektroforese (2-
D electrophoresis) en 2-D DIGE (2-D fluorescentie ‘Difference Gel Electrophoresis’) kunnen complexe 
proteïnemengsels geanalyseerd worden, eerst op basis van hun isoëlektrisch punt (lading) en nadien 
door hun moleculair gewicht. Ook een kwantificatie van de mate van apoptose zou zeer interessant 
zijn, bijvoorbeeld door het meten van het caspase-enzyme in de cellen. Namelijk niet alle mRNA 
(messenger RNA) dat op een bepaald moment aanwezig is, wordt adequaat vertaald in een proteïne.   
Ultrastructureel onderzoek met TEM zou uitgevoerd kunnen worden met stalen die worden 
voorbereid met een fixatietechniek waarbij minder artefacten optreden en de ultrastructuur van de 
cel beter bewaard blijft, bijvoorbeeld cryosubstitutie. Hierbij worden de weefselstukken eerst 
gecryofixeerd (fixatie onder hoge druk met vloeibare stikstof), waarna ze cryosubstitutie ondergaan, 
i.e. dehydratatie bij lage temperatuur wat gevolgd wordt door inbedding in kunsthars, bijvoorbeeld 
Epon (von Schack, Fakan, Villiger & Müller, 1993). Na cryosubsitutie kunnen de coupes bij 
kamertemperatuur bestudeerd worden. Deze techniek kan vooral nuttig zijn voor het bestuderen 
van membraanstructuren (Lodish, 2008h; Mescher, 2010). EM-onderzoek na een korte 
blootstellingsduur (< 1 week) zou mogelijke schade op korte termijn kunnen visualiseren. Ook het 
onderzoeken van andere gedifferentieerde cellen dan de epidermiscellen op tekenen van apoptose 
zou kunnen helpen om een tipje van de sluier op te lichten betreffende het werkingsmechanisme van 
de elementen Cr(VI) en Cd in S. mediterranea.    
Eindconclusie 
Blootstelling van de stamcellen van S. mediterranea aan Cr(VI) veroorzaakt een stijging in 
stamcelproliferatie onder bepaalde condities. Deze condities vallen gedeeltelijk samen met deze 
waarbij na Cd-blootstelling een toename in stamcelproliferatie optreedt. Ultrastructureel zijn na 
blootstelling aan zowel Cr(VI) als Cd geen wijzigingen waargenomen in de stamcellen van het 
organisme ondanks het feit dat er wel een toename in stamcelproliferatie is. De verschillen in 
toename van stamcelproliferatie zouden kunnen worden verklaard door de verschillende chemische 
eigenschappen van Cd en Cr(VI) en de daarmee gepaard gaande effecten die ze veroorzaken, en/of 
door de verschillende herstelmechanismen die als respons worden geactiveerd. Het ontbreken van 
ultrastructurele veranderingen kan wijzen op het bestaan van een zeer sterk verdedigingssysteem 
van de stamcellen van het organisme. Bijkomend moleculair onderzoek is aangewezen om meer 
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Bijlage 1: Lijst met afkortingen 
ATP    adenosinetrifosfaat 
ATSDR    Agency for toxic substances and disease registry 
BSA    runderserumalbumine 
C. elegans   Caenorhabditis elegans 
Cd    cadmium 
CDK    cycline-afhankelijk kinase 
CMK    Centrum voor Milieukunde universiteit Hasselt 
Cr    chroom 
Cr(III)    trivalent chroom 
Cr(VI)    hexavalent chroom 
Cu    koper 
DNA    desoxyribonucleïnezuur (deoxyribonucleic acid) 
EM    elektronenmicroscopie 
EPA    Environmental Protection Agency 
ER    endoplasmatisch reticulum 
ESTs     expressed sequence tags 
FACS     fluorescence-activated cell sorting 
Fe    ijzer 
FoxO familie    forkhead box-genen van de O-familie 
GSH    glutathion 
H2O    water 
H2O2    waterstofperoxide 
HSP    heat shock proteïne 
IARC    International Agency for Research on Cancer 
ICP-AEP   Inductively coupled plasma atomic emission spectrometry 
IUPAC    International Union of Pure and Applied Chemistry 





LC50    letale concentratie waarbij 50% individuen sterft 
MetOH    methanol 
M. lignano   Macrostomum lignano 
MT    metallothioneïne 
NRC    national Research Council 
O2    moleculaire zuurstof 
O2
•-    superoxide anion radicaal 
OH•    hydroxylradicaal 
Pb    lood 
PBST    fosfaatbuffer saline + triton 
pH    zuurtegraad 
quantitative real time PCR   quantitative real time polymerase chain reaction 
RER    ruw endoplasmatisch reticulum 
RNA    ribonucleïnezuur (ribonucleic acid) 
RNAi     RNAinterferentie  
ROS    reactieve zuurstofvormen (reactive oxygen species) 
SER    glad endoplasmatisch reticulum (smooth endoplasmic reticulum) 
SH-groep   thiolgroep 
S. mediterranea  Schmidtea mediterranea 
TEM     transmissie elektronenmicroscopie 






Bijlage 2: Vergelijking van de elementen Cr(VI) en Cd 
 
 Cr(VI) Cd 
Nut voor organismen Niet-essentieel voor dierlijke 
organismen 
Niet-essentieel voor plant en dier 




Als bivalent kation (Cd2+) in 
oxiden, chloriden, sulfaten, … in 
batterijen, kleurpigment, 
coatings 
Verspreiding milieu Vanaf lozingsplaats, industrie via 
oppervlakte- en grondwater, of via 
de lucht 
Emissie uit fossiele brandstoffen, 
bijproduct metallurgische 
industrie (zink- en 
loodfabrieken), 
fosfaatkunstmest…  
Opnameroute Spijsverteringskanaal, ademhaling, 
huid;  
In zoetwater levende platworm: 
epidermis, darmkanaal  
Spijsverteringskanaal, 
ademhaling;  
In zoetwater levende platworm: 
epidermis, darmkanaal 
Transport in de cel Als chromaation gemakkelijk 
doorheen celmembraan via 
anionkanalen 
Cd-ionen doorheen 
celmembraan? Mogelijk via 
Ca(II)-kanalen en transporters 
voor essentiële metalen 




In de cel reductie van Cr(VI) naar 
Cr(III) onder andere m.b.v. 




thiolgroepen van proteïnen, 
voornamelijk metallothioneïne 
en glutathion in lever; 
teveel aan Cd zorgt voor depletie 
van proteïnen met thiolgroepen 
Toxiciteit op cellulair en 
moleculair niveau 
Inductie van oxidatieve stress door 
vorming van reactieve 
zuurstofvormen (ROS) op een 
directe manier 
Inductie van oxidatieve stress 




Toxisch: huidallergie, ziektes 
luchtwegen en longen, en aantasting 
spijsverteringsstelsel; 
Mutageen en genotoxisch door 
beschadiging DNA; 
Carcinogeen: longen 




Carcinogeen: voor o.a. longen, 











De epidermis is monogestratifieerd en bedekt met cilia. Deze laag ligt dicht bij het basaal membraan. 
Onder het basaal membraan liggen vier lagen spiercellen. Tussen de darm en de spierlagen bevindt 
zich het parenchym bestaande uit een mengsel van niet-georganiseerd weefsel met meerdere 
gedifferentieerde celtypes en stamcellen. 
1. Ventrale epitheliale cellen, 2. Cilia, 3. Basaal membraan, 4. Subepidermale zenuwplexus, 5. 
Kliercellen, 6. Dorso-ventrale spieren, 7. Circulaire spieren, 8. Longitudinale spieren, 9. Diagonale 
spieren, 10. Rhabdietcellen, 11. Submusculaire zenuwplexus, 12. Protonephridiaal  netwerk, 13. 
Darmdivertikels, 14. Darmlumen, 15. Gobletcel (bekercel), 16. Gastrodermale cellen, 17. 
Gastrodermale plexus, 18. Wand van de farynxholte, 19. Farynxholte, 20. Farynxparenchym, 21. 
Buitenste zenuwnet van de farynx, 22. Binnenste zenuwnet van de farynx, 23. Farynxlumen, 24. 
Buitenste spierlaag van de farynx, 25. Binnenste spierlaag van de farynx, 26. Radiale spierlaag van de 
farynx, 27. Dorsale epitheliale cellen, 28. Testis, 29. Dooierklieren, 30. Oviduct (eileider), 
31. Laterale zenuwen, 32. Longitudinale ventrale zenuwstreng, 33. Transversale commissura 
(fibreuze verbindingen van telkens 2 weefseldelen), 34. Parenchym. Schaal: 125 µm 
(figuur overgenomen en aangepast van Saló, 2006). 
 
 
